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RESUMO

A aquicultura tem apresentado significativo crescimento no Brasil nas ultimas décadas e coloca o
pais como o segundo maior produtor no continente americano, sendo os principais aumentos
concentrados nas espécies de dgua doce. A tilapia € a principal espécie aquicola cultivada no Brasil
e a segunda de cultivo mais difundida no mundo. O filé ¢ o principal produto para comercializagdo
e os residuos do processamento (restos de carne, cabega, pele, 0ssos, escamas e visceras), gerados
a partir do processamento, representam entre 60 e 70% da matéria-prima. Os residuos de tilapia
Oreochromis niloticus sdao considerados fontes de biomoléculas que podem ser utilizadas na
produgdo de novos produtos e aplicados em processos biotecnoldgicos. O uso de carcagca na
producao de novos produtos € uma alternativa viavel e promissora para a aplicacao desses residuos
como fontes potenciais de bioativos. O hidrolisado proteico de peixe (HPP), concentrado proteico
de peixe (CPP), gelatina e 6leo de peixe sdo produtos obtidos a patir da carcaca de tilapia. O
objetivo deste estudo foi extrair biomoléculas de residuos de tildpia Oreochromis niloticus e
produzir microparticulas para elaboragao de novos produtos. A secagem por pulverizacao foi
utilizada para obten¢do do hidrolisado proteico de peixe seco (HPPs) e concentrado proteico de
peixe seco (CPPs). Estes produtos foram caracterizados através de calculos de rendimento, analises
fisico-quimicas, microbiologicas e caracterizagdo morfoldgica através de microscopia eletronica
de varredura das microparticulas. HPPs e CPPs revelaram conter, respectivamente, 48% e 71% de
proteina e 26,1% e 3,2% de extrato etéreo. A gelatina revelou elevado grau de glicina (17%),
seguido de prolina (9,4%). Enquanto que os principais &cidos graxos presentes no oleo e gordura
foram, respectivamente: acido oleico — 36,7% e 12,43% e linoleico — 15,4% e 4,2%. HPPs e CPPs
ndo apresentaram contaminagdo microbioldgica durante 60 dias de armazenamento sob
temperatura ambiente (c.a 30 °C). A oxidagdo lipidica ndo foi verificada no presente estudo durante
56 dias de armazenamento. Os valores maximos de TBARS obtidos nos HPPs e e CPPs foram
respectivamente: (0,53 mgMDA/kg) e (0,21 mgMDA/kg). Os aminoécidos essenciais encontrados
no HPPs e CPPs foram, respectivamente: leucina — 3,14% e 4,56%; lisina — 3,40% e 5,63%; valina
1,82% e 2,66%. Quando a cor foi analisada, um aumento nos valores de (b *21.19) para HPPs e (b
*17.46) para CPPs foi observado apds periodo de estocagem. As microparticulas de CPPs e HPPs
apresentam uma superficie continua, lisas, arredondadas e regulares com variados tamanhos (7-40

um). Estes resultados demonstram que os processos elaborados recuperam dos residuos da carcaga



da tilapia importantes macromoléculas nutricionais (proteina e lipideos). Os produtos (gelatina,
6leo, CPPs, HPPs) apresentaram excelente qualidade sob o ponto de vista quimico e
microbiologico e alta estabilidade oxidativa. Além disso, mantiveram elevado valor nutritivo com

alto teor de proteina, aminoacidos e acidos graxos polinsaturados.

Palavras chaves: Carcaca de tilapia. Proteina. Lipideos. Microencapsulacao.



ABSTRACT

Aquaculture showed growth in Brazil in the recent decades and places the country as the second
highest producer in the American continent, where the main increases are concentrated in
freshwater species. Tilapia is main aquaculture species cultivated in Brazil and the most widespread
type of farmed in the world. Fillet is the main product for commercialization and residues (meat,
head, skin, bones, scales and viscera) generated from the processing represent between 60 and 70%
of the raw material. Due to progress of fish farming develops, increase the amount of waste from
the fish processing industries. Tilapia Oreochromis niloticus waste are considered a source of
biomolecules, which can be recovered and applied in biotechnology processes. The use of carcass
to production of new products is a viable and promising alternative to the applicattion of these
residues as sources of bioactives. Fish protein hydrolysate (FPH), fish protein concentrate (FPC),
gelatin and fish oil are products obtained from carcass of tilapia. The aim this study was extracted
biomolecules from Oreochromis niloticus tilapia waste and produced microparticules to
elaboration of new products. Spray drying was utilized to obtain of fish protein hydrolysate dry
(FPHA) and fish protein concentrate dry (FPCd). These products were characterized by yield
calculations, physicochemical, microbiological analyzes and morphological characteristics by
scanning electron microscopy of the microparticules. FPHd and FPCd showed to contain,
respectively: 48% and 71% of protein and 26.1% and 3.2% of ether extract. Gelatin revealed a high
degree of glycine (17%), followed by proline (9.4%). While the main fatty acids present in the oil
and fat were respectively: oleic acid - 36.7% and 12.43% and linoleic - 15.4% and 4.2%. FPHd and
FPCd not showed microbiological contamination during 60 days storage at room temperature (c.a.
30 °C). The lipid oxidation by fatty acids was not verified in the present study during 56 days of
storage. The maximum TBARS values obtained in FPHd and FPCd were respectively: (0.53
mgMDA /kg) and (0.21 mgMDA / kg). The essential amino acids content in FPHd and FPCd were,
respectively: leucine - 3.14% and 4.56%; lysine - 3.40% and 5.63%; valine - 1.82% and 2.66%.
When the colour was analysed, a increase in the values of (b * 21,19) to FPHd and (b * 17,46) to
FPCd was observed after period of storage. The microparticules of FPCd and FPHd presented a
spherical morphology and continuous smooth surface in variety sizes (7-40 um). These results
demonstrate wich the processes applied recover important nutritional macromolecules (protein and

lipids) from tilapia waste. The products (gelatin, oil, FPCd, FPHd) presented excellent chemical



and microbiological quality and high oxidative stability. Moreover, maintained high nutritional

value with content high protein, amino acids and polyunsaturated fatty acids.

Keywords. Tilapia carcass. Protein. Lipid. Microencapsulation.



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 1 —

Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 1 —

Figura 2 —

Figira 3—

Figura 4 —

Figura 5 —

LISTA DE ILUSTRACOES
Revisao Bibliografica

Quantidade produzida e valor da producao de peixes, segundo a
espécie ou grupo de peixes — Brasil.........cccoeeeieiiiiiiiiiiiciie e
Tilapia do Nilo (Oreochromis RIlOtICUS) .......ccueveeeecuieeiieiieiieeiieien,
Residuos da filetagem de tilapia (Oreochromis nilotucus) ....................
Produto em p6 obtido através de técnica de spray drying....................

Artigo 1
Processo para a utilizagdo de residuos de carcaca de tilapia
Oreochromis NIlOTICUS ...........ccueecuieeuieeieeiieeie et

Artigo 2
Graficos de coloragdo das gelatinas. G3 a esquerda; GIO a
ATCILA. ...ttt ettt
Padrdes de proteina de gelatina de osso de tildpia; Marcador M-
IMOLECUIAT. ... e
Fotomicrogratias MEV das microparticulas de concentado proteico
com gelatina de tilApia..........ccoeriieiieiieiiieeee e
Tbars (mgMDA/kg) do CPGT durante 56 dias de estocagem................

Artigo 3
pH do hidrolisado proteico de peixe (HPP), concentrado proteico de
peixe (CPP), hidrolisado proteico de peixe seco (HPP pd) e
concentrado proteico de peixe seco (CPP PO).....cocveevvieiiiiiiienieciieien,
Luminosidade (L *), componente verde-vermelho (a*) e componente
azul-amarelo do HPPs € CPPs........ccocoiiiiiiiiiii
Parametros luminodidade (L*), verde-vermelho (a *) azul-amarelo
(D) dO HPPS € CPPS ..o
Medigao de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) do
hidrolisado proteico de peixe seco (HPPs) e concentrado proteico de
PEIXE SECO (CPPS) et
Fotomicrografias MEV das microparticulas de concentrado proteico

A€ PEIXE SECO .eouvvieneieeiiieiieeiieeiieeiteeite et e stee e e e seaeenbeesaaesnseessaeenseenne

21
22
24
33

42

66

68

69
74

94

96

97

99

101



Figura 6 —

Fotomicrografias MEV das microparticulas de hidrolisado proteico

E POIXE SECO .uvereirieeiiieeeiieeeitteeetteeetreesteeesaeeessaeeessaeeessseeessseesnsseeennees



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

LISTA DE TABELAS

Artigo 1
Rendimento de bioméleculas isoladas a partir de 1,0kg (MS® n =
3) de residuo de tilapia........coccveeeeiieeriieeiee e,
Composi¢ao dos aminoécidos da gelatina extraida dos ossos de
TLAPIA oot
Composicao de acidos graxos do 0leo e gordura extraidos dos
1esiduos de tlApIa........ceecveeeciieeeeee e
Composi¢ao centesimal (Z/100g)........ccceevureviienireiieeiienieeieenen.

Artigo 2

Composicdo centesimal das gelatinas (g/100g de peso

Composi¢ao dos aminoacidos da gelatina dssea de tilapia (g/100g
dE PESO SECO) wevevvieniiieiieeiieeiieetee ettt ete et st e et e e et eeaaeeaee e
Coloracao da gelatina de 0ssos de tilapia.........cccceevveeerveeenreennnee.
Composic¢ao centesimal e de aminoacidos do concentrado
proteico de gelatina de tilapia seco (g/100g de peso seco) ..........
Artigo 3
Determinagdo microbioldgica dos CPP, HPP, HPPs e CPPs ......
Composic¢ao centesimal do HPPs e CPPs (DM basis): 15 e 60

Composi¢ao dos aminoécidos do hidrolisado proteico de peixe

seco e concentrado proteico de peixe seco (DM basis) ...............

43

45

48

50

62

64
65

71

87

90

91

92

93



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AOAC Association of Official Analytical Chemists
ARA Acido araquidénico

BSE Bovine spongiform encephalopathy
C12 Acido Laurico

C14:0 Acido Miristico

C15:0 Acido Pentadecandico

C16:0 Acido Palmitico

C17:0 Acido Heptadecandico

C18:0 Acido Esteérico

C20:0 Acido Araquidico

C22:0 Acido Behénico

Cl4:1 Acido Miristoleico

Cleé:1 Acido Palmitoleico

C18:1n9¢ Acido Oléico

C20:1 Acido cis-Eicosenoico

C22:1n9 Acido Erucico

C24:1 Acido Nervonico

C18:2n6¢ Acido Linoléico

C18:3n6 Acido Gama Linolénico

C18:3n3 Acido Linolénico

C20:2 Acido Cis-Eicosadiendico
C20-3n3 Acido cis- Eicosatriendico
C20:3n6 Acido Cis-Eicosatriendico
C20:4n6 Acido Araquidonico

C20:5n3 Acido cis-Eicosapentaendico
C22:6n3 Acido cis-Docosahexaendico
C18:1n9t Acido Elaidico

CPGT Concentrado proteico com gelatina de tilapia

CPP Concentrado Proteico de Peixe



CFU Colony forming units

DHA Docosahexaenoic acid

EDTA acido etilenodiamino tetra-acético

EPA Eicosapentaenoic acid

FAO Food and Agriculture Organization

FPH Fish protein hydrolysate

FPC Fish protein concentrate

HCL acido cloridico

HPP Hidrolisado proteico de peixe

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatitica

ICMSF International commission on microbiological specifications for foods

kDa Kilodaltons

mM milimolar

NMP Numero mais provavel

MDA malonaldeido

PCA Plate Count Agar

FPHd, Fish protein hydrolysate dry,

FPCd Fish protein concentrate dry

PCGT Protein Concentrate with Gelatin Tilapia

PUFAs Polyunsaturated Fatty Acids

SDS-PAGE Dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis(Dodecil sulfato
eletroforese em gel de poliacrilamida)

TCA Trichloroacetic acid (Acido tricloroacético)

TBA Acido tiobabiturico

TBARS Thiobarbituric acid reactive substance (Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico)

UFC Unidades formadoras de colonias



SUMARIO

TINTRODUGAO ..ottt 16
LT OBIETIVOS ...ttt ettt ettt et e st e st e ente e st e st enbesneesaeenseenseseenseenean 19
111 ODJEtivo Geral..........ooiiiiiiiiiiee et e e e e st e e e et e e e s e nta e e e e naaeeeenraeas 19
1.1.2 ODjJetivos eSPECIFICOS..........cooiiiiiiiiiiieet ettt et e e bee s e s e eaees 19
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 20
2.1 AQUICULTURA MUNDIAL E TILAPICULTURA ....c.ooiiiiieieeeeeee e 20
2.2 APROVEITAMENTO DOS RESIDUOS DO PESCADO.........cocoiieeeeieeeerseeeeeersennen. 23
2.2.1 Hidrolisado Proteico de PeiXe.............ccooiiiiiiiiiiiiiieiieeiceeieeeee et e 24
2.2.2 Gelatina ......oo.oooiiiiiii et et 26
2.2.3 0100 A€ PEIXE ... ee e e e e e e s e 27
2.3 DETERIORACAQ DO PESCADO ........ooooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevee e ssnsess s 29
2.4 MICROENCAPSULACAOQ ...ttt 30
SRESULTADOS ... .ottt ettt ettt b et b et et sbe et et e bt enbesanenaes 34
3.1 RECUPERACAO DE PROTEINAS E LIPIDEOS DOS RESIDUOS DO

PROCESSAMENTO DE TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS).......cocooevoeeeeeeeeereerrernnnn. 34

3.2 CARACTERIZACAO QUIMICA, MICROBIOLOGICA E FUNCIONAL DE
MICROPARTICULAS DE GELATINA INCORPORADA COM CONCENTRADO
PROTEICO DE PEIXE OBTIDAS DOS RESIDUOS DO PROCESSAMENTO DE TILAPIA
OREOCHROMIS NILOTICUS.........ooeeeeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeseee e seessne s 54
3.3 EFEITOS DA MICROENCAPSULACAO POR SPRAY DRYING NAS ESTABILIDADES
FISICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DO HIDROLISADO E CONCENTRADO
PROTEICO DE TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS)........covveeeereeeeeeeerereeeeeesesesnenens 80
G CONCLUSAQ. ..ot en et ne s s s 107
REFERENCIAS ... 108



16

1 INTRODUCAO

A producdo aquicola mundial tem aumentado continuamente devido a alta demanda de
produtos pesqueiros para o consumo humano. De acordo com dados da FAO (2016), a produgao
mundial (pesca e aquicultura) atingiu 167,2 milhdes de toneladas em 2014. Estima-se que as
espécies de agua doce como a tilapia, carpa e peixe-gato serdo responsaveis pela maior parte desse
aumento com aproximadamente 60% da producdo da aquicultura total em 2025 (FAO, 2016).

A tilapia € a principal espécie aquicola cultivada no Brasil, e sua produgao em 2014 chegou
a atingir aproximadamente 199.000 t, correspondendo a cerca de 41,9% do total da piscicultura do
pais, apresentando um crescimento anual entre 20-25% (IBGE, 2014). Em 2015, a tilapia segue
como a espécie mais cultivada no pais, com 219,33 mil toneladas despescadas, representando
45,4% do total da despesca nacional. O consumo mundial da espécie tem crescido devido a
utilizagdo de espécies selvagens na aquicultura, o que causou uma reducao dos pregos, ocasionando
um aumento expressivo na sua comercializacao (FAO, 2016). Com isto, a expansao da tilapicultura
tem sido estimulada pela grande aceitacdo do mercado consumidor, onde o principal produto para
comercializacao beneficiamento ¢ o filé. Todo o restante ¢ considerado residuo do processamento
da industria pesqueira, sendo um problema quando descartados inadequadamente pois provocam

sérios impactos ambientais.

Como mencionado acima, no beneficiamento deste peixe, o filé é o principal produto para
comercializacdo e os residuos (restos de carne, cabeca, pele, ossos, escamas e visceras) do
processamento industrial descartados constituem cerca de 70% da matéria-prima original (SILVA
et al., 2014; CHALAMAIAH et al.,2012). Uma alternativa ao descarte desses residuos, com
propriedades interessantes para fins biotecnoldgicos, € a produgdo de hidrolisado proteico de peixe
(HPP). O HPP ¢ um produto obtido do resultado da quebra das proteinas do pescado, convertendo-
as em peptideos. Este produto ¢ composto por proteinas soltveis, lipideos e aminoacidos e possui
propriedades fisico-quimicas como formacao de espuma, capacidade de emulsificagdo, capacidade
de ligacdo a o6leos e alta solubilidade, importantes para formulagdes alimentares, produtos
nutricionais e farmacéuticos (HE et al., 2013). O HPP ¢ um produto com boa qualidade nutricional
e passivel de substitui¢ao as farinhas de peixe em ragdes para organismos aquaticos, assim como

base de suplementagdo na alimentagdo humana. Sendo comumente utilizado na forma liquida, a
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secagem por atomizag¢do (spray drying) ¢ uma alternativa para conversao deste produto liquido em
p6 (ABDUL-HAMID et al.,2002).

Uma segunda alternativa de aproveitamento de subprodutos dos processamentos realizados
em residuos ¢ a gelatina, uma proteina derivada da hidrélise do coldgeno que pode ser obtida de
partes ndo comestiveis como peles, ossos, nadadeiras e tecidos cartilaginosos de animais. E um
biopolimero amplamente utilizado nas industrias farmacéutica, alimentar e de suplemento
nutricional, como na fabricagdo de cépsulas e material de revestimento formador de
microparticulas, além de ingrediente emulsificante e estabilizante em formulagdes alimentares.
Devido as suas propriedades funcionais e tecnoldgicas, como por exemplo, formagdo e
estabilizacdo de espumas, formacao de gel, capacidade de ligagdo a dgua e gorduras, estabilizacao
de emulsoes, formagao de filme, a gelatina ¢ aplicada na industria alimenticia a producao de geleia,
confeitaria e panificacdo em geral. A gelatina de peixe pode ser aplicada como filme para proteger
os alimentos, servindo como barreira contra a secagem e exposicdo a luz e ao oxigénio
(ARVANITOYANNIS, 2002). A produgao de gelatina de peixe ¢ uma alternativa a aplicacdo para
os subprodutos da pesca e das industrias de beneficiamento de peixe, além de ser potencial
substituta da gelatina de mamifero e promover varias vantagens na técnica de microencapsulacao

(PIACENTINI et al., 2013).

O dleo de peixe continua a ser a principal fonte de 4dcidos graxos poliinsaturados (PUFAs),
benéficos a satide humana. O consumo diario do 6leo de peixe tem aumentado juntamente com o
crescimento do mercado de alimentos funcionais e suplementos nutricionais, sendo consumido na
forma liquida, sélida ou microencapsulada (KOLANOWSKI e LAUFENBERG, 2006). A
microencapsulacdo consiste no revestimento de um material, formando uma barreira que evite
perdas ou reagdes indesejaveis como a oxidacdo de lipideos. Esta técnica ¢ utilizada no
encapsulamento do 6leo de peixe. Os acidos graxos 6mega-3 mais importantes sao o acido alfa-
linolénico, &cido eicosapentaenodico (EPA, C20: 5) e 4acido docosahexaendico (DHA, C22: 6) e
acido araquidonico (ARA), presentes em Oleos e relacionados a inteligéncia, memoria e
desenvolvimento do cérebro e da visdo, bem como no tratamento de doenca cardiovascular. A
elaboragdo de p6 com Omega 3 através da microencapsulacdo permite o desenvolvimeto de

nutracéuticos e alimentos funcionais com EPA e DHA, além de inibir a oxidacao dos acidos graxos.

A microencapsulacgao por técnica de spray drying ¢ utilizada no encapsulamento de 6leo de

peixe, EPA, DHA, 6leo de linhaca e 6leo de tomilho (GRATTARD et al. 2002, BARROW et al.
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(2009) GALLARDO et al 2013, MARTINS et al, 2014, MORALES-MEDINA, 2016). A secagem,
por spray drying ¢ uma operacao Unica, que transforma uma emulsdo liquida em produto seco e
consiste ndo somente na remogao de agua, como também, na formacao de particulas. Além disto,
serve para evitar perdas ou reagdes indesejaveis do ntiicleo com ambiente externo, luz, oxigénio e
agua, como também diminuir a perda de 4gua para o ambiente e melhorar manipulacdo do material
através da forma sdélida, tornando o produto mais uniforme. A microencapsulagdo apresenta como
vantagens a liberacao controlada, além de mascarar o sabor ou odor € promover alta estabilidade a
acidos graxos com a reducao da oxidagao dos produtos. Na industria de alimentos, a secagem por
pulverizacdo serve para garantir a estabilidade microbioldgica dos produtos e evitar as degradagdes

bioquimicas, além de reduzir os custos de armazenamento e transporte.

Os organismos marinhos representam uma rica fonte quase ilimitada de substancias ativas
aplicaveis ao desenvolvimento de novos produtos bioativos. Com a ascensdao da aquicultura
brasileira e o consequente aumento na disponibilidade de subprodutos, torna-se vidvel e necessaria
a utilizacdo de residuos do processamento de tildpia para aplicacdes biotecnologicas. No entanto,
sd0 necessarias pesquisas mais detalhadas sobre a extracdo de biomoléculas (proteinas e lipideos),
obtidas a partir dos residuos (carcaca, pele, cabegas, restos de musculos) de Oreochromis niloticus
e suas possiveis aplicacdes nutracéuticas (dcidos graxos do grupo 6mega e aminodcidos). O
potencial destes bioativos como fonte de suplementos nutricionais (concentrado proteico e 6leo
rico em PUFAs), a partir da produ¢do de microparticulas, com o uso de polimeros naturais
(gelatina) sao estudos promissores que devem ser investigados, bem como técnicas que possam
estabilizar esses produtos de forma a conferir maior longevidade. O aproveitamento desses
subprodutos oriundos do processamento do pescado minimiza a producao de residuos a ser lancada
no meio ambiente, além de promover o desenvolvimento de novos produtos como potenciais

substitutos aos existentes no mercado, passiveis de aplicagdo a industria alimenticia e farmacéutica.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Promover a recuperacdo de biomoléculas dos residuos do processamento de tilapia através
da produgdo de microparticulas e desenvolvimento de novos produtos de valor agregado com

aplicagdes biotecnologicas.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Desenvolver metodologia para obtenc¢ao de hidrolisado proteico de peixe (HPP) e
concentrado proteico de peixe (CPP);

b) Extrair 60leo e gordura do HPP;

c¢) Caracterizar quimicamente o perfil lipidico;

d) Extrair gelatina dos ossos de tilapia;

e) Caracterizar a gelatina;

f) Produzir hidrolisado proteico de peixe seco (HPPs), concentrado proteico de peixe
seco (CPPs) e concentrado proteico com gelatina de tilapia (CPGT);

g) Realizar caracterizagdo fisico-quimica e microbiologica do HPPs, CPPs e CPGT;

h) Caracterizar morfologicamente microparticulas do HPPs, CPPs, CPGT.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AQUICULTURA MUNDIAL E TILAPICULTURA

A aquicultura, atividade de cultivo de organismos aquaticos, ¢ praticada a milhares de anos
pela humanidade, representando atualmente uma importante fonte de alimento, trabalho e renda
para o homem e a industria. A producao aquicola mundial tem crescido principalmente devido a
compensagao pela aquicultura, j& que os estoques de captura se aproximam ao limite de exploracao,
bem como a alta demanda no mercado de pescado para consumo humano. De acordo com dados
da FAO (2016), a produg¢ao mundial (pesca e aquicultura) atingiu 167,2 milhdes de toneladas em
2014. A aquicultura tem sido significativa no Brasil, com uma taxa média de crescimento de cerca
de 9% ao ano na ultima década, o que coloca o pais como o segundo maior produtor de aquicultura
no continente americano, onde os principais aumentos estdo ocorrendo nas espécies de agua doce
(FAO, 2014). Espera-se um aumento na produ¢ao mundial de pescado (pesca e aquicultura),
crescimento este que devera chegar a 196 milhdes de toneladas em 2025, sendo a aquicultura
representada por um percentual que atingird 52%. Estima-se que maior parte de tal aumento na
producdo terd sua origem em paises em desenvolvimento (FAO, 2016).

A aquicultura brasileira teve crescimento estavel e chegou a atingir um valor de producao
de R$ 4,39 bilhdes, dos quais a maior parte (69,9%) foi proveniente da criacdo de peixes e a tilapia
segue como a espécie mais cultivada no pais com um aumento de 9,7% da producdo em 2014
(IBGE, 2015). Além disso, outros grandes aumentos sdo esperados no Brasil de aproximadamente
104% a mais, devido a investimentos na area. As espécies de agua doce como a tilapia, carpa e
peixe-gato deverdo ser responsaveis por maior parte desse aumento com aproximadamente 60% da
produgdo da aquicultura total em 2025 (FAO, 2016). A producao de tilapia esta se expandindo na
Asia, América do Sul e Africa, com um volume crescente de insumos entrando em mercados
domésticos nos principais paises produtores (FAO, 2016).

A tilapia € a principal espécie aquicola cultivada no Brasil, e sua produgao em 2015 chegou
a atingir aproximadamente 199.000 t. o que corresponde a cerca de 41,9% do total da piscicultura
do pais, apresentando um crescimento anual entre 20-25% (IBGE, 2015) (Figura 1). Em 2015, a
tildpia segue como a espécie mais cultivada no pais, com 219,33 mil toneladas despescadas,

representando 45,4% do total da despesca nacional (IBGE, 2015) e classificada em 2011 como
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segundo grupo de peixes de cultivo mais importante mundialmente atras, apenas das carpas (FAO,
2012). O consumo mundial da espécie tem crescido devido a passagem de espécies selvagens para
a aquicultura, somado a uma redu¢do dos pregos e um aumento expressivo na sua comercializagao
(FAO, 2016). Este sucesso como principal produto da aquicultura brasileira ¢ atribuido a um pacote
tecnologico desenvolvido exclusivamente para esta espécie, e ainda, excelente performance em
ganho de peso, facilidade de manejo em seu cultivo, boa adaptacdo as condigdes climdticas e aos
diferentes sistemas de cultivo em regides do Pais, principalmente aqueles que utilizam altas
densidades permitindo a producao em grande escala (BARROSO et al, 2015, NOGUEIRA, 2007,
FIGUEIREDO e VALENTE, 2008).

Figura 1 - Quantidade produzida e valor da producédo de peixes, segundo a espécie ou grupo de peixes - Brasil — 2015

Espécie ou grupo de peixes, Quantidade produzida Valor da produgéao
i orde.m decrescen?e de Total Percentual Total Percentual
quantidade produzida (kg) (%) (1000 R$) (%)

Total 483 241 273 100,0 3 064 693 100,0
Tilapia 219 329 206 45,4 1177 643 384
Tambaqui 135 857 980 281 871 393 28,4
Tambacu e tambatinga 37 443 358 7.7 263 3N 8,6
Carpa 20693 189 4.3 131 971 4.3
Pintado, cachara, cachapira,
pintachara, surubim 18 354 578 38 196 905 6,4
Pacu e patinga 13276 299 2,7 100 848 3.3
Matrinxa 9 366 203 1,9 73 336 24
Pirarucu 8 386 708 1,7 85 768 28
Jatuarana, piabanha e
piracanjuba 5 320 567 11 38949 1.3
Pirapitinga 3480 185 0,7 25 283 0,8
Piau, piapara, piaugu e piava 3173105 0,7 24 546 0,8
Outros peixes 2942110 0,6 20612 0,7
Curimata, curimbata 2 554 052 0,5 19 860 0,6
Truta 1590010 0,3 23235 0,8
Traira, trairdo 1129 168 0,2 8 365 0,3
Lambari 244 730 0,1 1639 01
Tucunaré 67 965 0,0 529 0,0
Dourado 31 860 0,0 420 0,0

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Pesquisa da Pecuaria Municipal 2015.

Fonte: IBGE (2015)
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A tilapia (Oreochromis niloticus) ¢ um peixe onivoro, pertencente a familia Cichlidae,
originario da Africa, Bacia do Nilo e da Asia, em rios costeiros de Israel, Bacia do Nilo, sendo uma
espécie de crescimento rapido, rusticidade e versatilidade na aquicultura, pois ¢ de facil adaptacao
tanto no cultivo extensivo, quanto ao sistema de tanques-rede de alta tecnologia de produgao
(HAYASHI et al., 1999; MEURER et al. 2002). Além disto, a espécie tem boa aceitagdo no
mercado consumidor, devidos as caracteristicas organolépticas, além de possuir carne de qualidade
excelente, e por ndo apresentar espinhos em “Y” em seu fil¢é (HILDSORF, 1995; MEURER et al.
2002).

Nas décadas de 40 e 50, em todo o mundo houve uma distribui¢do significativa de tilapias,
com objetivo de promover sustentabilidade ao cultivo em paises subdesenvolvidos (BARROSO et
al, 2015). A espécie foi escolhida, principalmente, devido a rusticidade e alimentagdo a base de
alimento natural. No entanto, a sua maior difusdo, ocorreu entre os anos 60 e 80, com a espécie
Oreochromis niloticus (Figura 2), em razao de qualidades zootécnicas, como maior crescimento
em sistemas confinados, alta prolificidade e reproducdo mais tardia, em comparacdo as outras

espécies de tilapia (KUBITZA, 2000).

Figura 2 - Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Fonte: Disponivel em <https://pisciculturamaravilhosaesp.wordpress.com/1-tilapia-do-nilo/ >. Acesso em

03/09/2017.
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2.2 APROVEITAMENTO DOS RESIDUOS DO PESCADO

Os subprodutos do processamento de filés de tilapia Oreochromis niloticus incluem pele,
0ss0s, carcaga, cabecas e caudas que podem ser transformados em produtos de alto valor nutricional
e percentual de proteinas (ROSLAN et al. 2014), No beneficiamento do peixe, o filé ¢ o principal
produto para comercializagdo e os residuos (restos de carne, cabega, pele, ossos, escamas e
visceras) do processamento industrial constituem de 60 a 70% da matéria-prima descartada, sendo
essencial o seu processamento para diminuir os impactos causados ao ambiente (CHALAMAIAH

et al., 2012, BOSCOLO et al., 2005) (Figura 3).

Em tempos anteriores, os subprodutos de peixe, incluindo os residuos, eram considerados
de baixo valor ¢ utilizados na alimentacao de animais de criagao ou descartados. Contudo, nas
ultimas duas décadas, a utilizacdo desses subprodutos, t€ém recebido destaque, pois podem
representar uma fonte suplementar de nutrigdo, sendo a utilizagdo destes uma importante industria
em varios paises, com aten¢do na manipulacdo de forma controlada, segura e higiénica (FAO,
2016).

Dentre as alternativas a que se destinam os residuos de peixes podem ser aproveitados,
como fertilizantes, produtos para consumo humano, sdo utilizados principalmente como parte
integrante para compor a ragdo animal (BEZERRA et al., 2001; STEVANATO et al, 2007). As
cabecas e carcacas do pescado podem transformadas em outros produtos para consumo humano
(salsichas de peixe, bolos, gelatina e molhos), assim como outros subprodutos na producao de
alimentos, biodiesel, biogéas, produtos dietéticos (quitosana), produtos farmacéuticos (0leos),
cosméticos (colageno), sendo o colageno utilizado na industria de processamento de alimentos na
forma de gelatina (FAO, 2016). As visceras e as carcagas de peixe sdo uma fonte promissora na
producao de hidrolisado proteicos, que vem sendo alvo de interesse crescente, como uma fonte
potencial de peptideos bioativos (FAO, 2016; SILVA et al. 2014). Os residuos pesqueiros sao
descartados em grande quantidade e, sob o ponto de vista ambiental e econdmico, € proposto um
melhor aproveitamento dos residuos pesqueiros como fonte de biomoléculas (FAO, 2016;
BOUGATEF etal., 2012, CAHU etal., 2012; CHALAMAIAH et al., 2012; KIM e WIJESEKARA,
2010).



24

Figura 3 - Residuos da filetagem de tilapia (Oreochromis nilotucus)

Fonte: Ferreira, A.C.M. (2018)

2.2.1 Hidrolisado Proteico de Peixe

Uma alternativa ao descarte desses residuos, com propriedades interessantes para fins
biotecnoldgicos € a producao de hidrolisado proteico de peixe (HPP). O HPP ¢ um produto obtido
do resultado da quebra das proteinas do pescado, convertendo-as em peptideos. Este produto ¢
composto por proteinas soltveis, lipideos e aminoécidos e pode ser utilizado como parte integrante
para compor ragdes para alimentacao de organismos aquaticos (SILVA et al. 2014; BEZERRA et
al., 2005). Os hidrolisados proteicos de peixe obtidos a partir de visceras de peixe estdo sendo
utilizados na alimenta¢do animal em geral e na industria de alimentos para peixes, além de
representar uma excelente alternativa para o incremento da oferta de proteina animal (FAO, 2010).

As proteinas e peptideos do HPP podem ser obtidos da solubilizagdo das proteinas do
pescado a partir da utilizagdo de acidos e solventes organicos, ou ainda, ser liberados dos tecidos
por enzimas proteoliticas endogenas, ou seja, presentes no proprio peixe e/ou por enzimas de
origem vegetal, animal ou microbianas adicionadas a matéria-prima (KRISTINSSON e RASCO,

2000; MARTONE et al., 2005). O processo de catalise de enzimas proteoliticas enddgenas consiste
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na quebra de longas cadeias de proteinas que resulta em fragdes solliveis e insoluveis. As fragdes
insoluveis contém fragmentos proteicos e proteinas nao hidrolisadas, j& a fracdo soluvel ¢ rica em
proteinas, peptideos de cadeia curta e aminodacidos livres. Este produto pode atingir um percentual
de 90% de proteina, além de apresentar propriedades funcionais tteis para a industria alimenticia
(FURLAN e OETTERER, 2002).

O hidrolisado proteico de peixe possui propriedades fisico-quimicas como formagdo de
espuma, capacidade de emulsificacdo, capacidade de ligagdao a 6leo e solubilidade, importantes
para formulagdes alimentares, produtos nutricionais e farmacéuticos (HE et al., 2013), além de alta
solubilidade em dgua (KRISTINSSON e RASCO, 2000). Recentemente, os hidrolisados proteicos
de peixe atrairam muita aten¢ao dos processos biotecnoldgicos alimentares devido a grande volume
de matéria-prima e a presenca de alto teor de proteinas com bom balanceamento de aminoécidos e
peptideos bioativos (CHALAMAIAH et al., 2012). As atividades biologicas das proteinas e
peptideos funcionais dos hidrolisados proteicos de peixe tém sido investigados na prevengdo e
tratamento do cancer (PICOT et al., 2006) e para promover a sauide humana por meio da prevenc¢ao
de doencas (KIM e WIJESEKARA, 2010). Além disso, possuem outras bioatividades interessantes
tais como, antioxidante (JEMIL et al, 2014; DEKKERS et al., 2011; YOU et al, 2010; DONG et
al., 2008; WU, CHEN e CHIAU, 2003), anti-hipertensiva (RAGHAVAN e KRISTINSON, 2009),
antimicrobiana (SALAMPESSY et.al.,2010), anticancer (PICOT et al., 2006).

Dentre as proteases comerciais utilizadas para solubilizar proteinas de pescado, a
Alcalase®, produzida pela fermentagao submersa do microrganismo Bacillus licheniformis, tem
sido intensivamente utilizada pela industria por ser considerada uma das melhores enzimas para o
preparo de hidrolisados, pois o produto hidrolisado final apresenta gosto suave mesmo quando tem
elevado grau de hidrdlise (BENJAKUL e MORRISSEY, 1997; KRISTINSSON e RASCO, 2000;
CENTENARO et al. 2009).

Além disso, estudos evidenciam que os hidrolisados proteicos e peptideos bioativos (anti-
hipertensivos, antioxidantes, anticoagulantes e antimicrobianos) obtidos de organismos marinhos
e seus subprodutos podem promover a saide humana por meio da prevencao de doengas e como
ingredientes de alimentos funcionais ou nutrac€uticos e farmacéuticos (KIM e MENDIS, 2006;
KIM e WIJESEKARA, 2010). Juntamente com isto, estudos tém demonstrado que hidrolisados
proteicos de peixe, obtidos por hidrolise enzimatica, podem ser utilizados como potenciais

antioxidantes naturais (YOU et al., 2010; LEE, JEON e BYUN, 2011). Os subprodutos do
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processamento de tilapia podem ser transformados em produtos de alto valor nutricional e elevada
concentragdo de proteina, como o concentrado proteico de peixe (CPP) que ¢ obtido a partir da

remocgao de agua e 6leo do peixe (IBRAHIM, M. S., 2009).

2.2.2 Gelatina

Uma segunda alternativa de aproveitamento de subprodutos dos processamentos feitos em
residuos ¢ a gelatina, uma proteina fibrosa desnaturada derivada do colageno que pode ser obtida
de partes ndo comestiveis como peles, ossos, nadadeiras e tecidos cartilaginosos, amplamente
utilizada em diversos produtos comerciais (AHMAD e BENJAKUL, 2011; OETTERER, 2006,
SENARATNE et al., 2006)). E um biopolimero amplamente utilizado nas industrias farmacéutica,
alimentar e de suplemento nutricional, por causa de suas propriedades funcionais e tecnoldgicas,
como formagdo e estabilizacdo de espumas, formacdo de gel, capacidade de ligacdo de 4gua e
gordura (capacidade anfifilica), formacao e estabilizagdo de emulsdes, formacgao de filme, além de
vantagens como biodegradabilidade e biocompatibilidade (SCHRIEBER e GAREIS, 2007,
ARVANITOYANNIS, 2002; KARIM e BHAT, 2009). A gelatina de peixe ¢ util como filme para
proteger os alimentos, servindo como barreira contra a secagem e exposi¢ao a luz e ao oxigénio
(ARVANITOYANNIS, 2002). Na induastria alimenticia a gelatina pode ser utilizada para a
producdo de geleia, artigos de confeitaria, filmes comestiveis, processamento dos laticinios,
produtos de panificacdo, clarificacdo de sucos naturais e na area farmacéutica ¢ empregada na
fabricag¢do de capsulas, expansores de plasma e tratamento de feridas e filmes incorporados com
6leo (TONGNUANCHAN et al. 2014; KARIM e BHAT, 2009, SHAKILA et al., 2012;). Por
possuir niveis de calorias baixos a gelatina ¢ empregada para o uso em géneros alimenticios,
especialmente alimentos destinados a suplementos para quem pratica musculagdo (KARIM e

BHAT, 2009).

Peles, ossos, extraidas de peixes sdo tecidos formados principalmente por coldgeno. A
transformagao de ossos de peixe em gelatina ¢ alternativa ao problema da eliminagdo de residuos,
doencas como encefalopatia espongiforme bovina (BSE). A demanda por alimentos tipo kosher e
halal que seguem as leis religiosas, além da produgao de produto de valor agregado despertaram o

uso de gelatina de peixe em formulagdes alimentares (MUYONGA et al., 2004). O coldgeno ¢ o
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principal constituinte da pele de animais, ossos e tecido conjuntivo. Estruturalmente o colageno ¢
composto por trés cadeias alfa entrelacadas, na denominada tripla hélice de coldgeno que ¢
estabilizada pelas pontes de hidrogénio (KARIM e BHAT, 2009). Para a extracao do colageno
realiza-se tratamento acido ou basico, sem alteracdo da estrutura de tripla hélice. No entanto, € o
tratamento térmico que cliva as pontes de hidrogénio que estabiliza a estrutura da tripla hélice, e
que converte a sua conformacao helicoidal em espiralada resultando em gelatina (DJABOUROV

etal., 1993).

A producao de gelatina a partir de peixe € uma alternativa a aplicacao para os subprodutos
da pesca e das industrias de beneficiamento de peixe e a gelatina de mamifero, além de contribuir
para diminuir o impacto ambiental e aumentar o lucro das empresas (SILVA et al., 2011;
BOUGATEEF et al., 2012). Devido a religido, exigéncias vegetarianas ¢ o risco associado a
encefalopatia espongiforme bovina por colagenos e gelatinas bovinas, a gelatina de peixe tornou-
se uma alternativa viavel a gelatina de mamifero. Com isto, a gelatina obtida de fontes marinhas
tem conquistado crescimento nos ultimos anos (PIACENTINI et al., 2013). A producao de gelatina
de peixe pode reduzir o processamento de residuos e gerar produtos de valor agregado (KOLI et

al., 2002).

A gelatina ¢ amplamente utilizada como material de revestimento e filmes para encapsular
0leos dmega 3 de peixe, 6leos essenciais aplicados a industria farmacéutica e cosmética,
administrar por via oral peptideos, proteinas, insulina, fucoxantina (PIACENTINI et al., 2013,
MARTINS et al, 2014, BARROW et al, 2007; BARROW et al, 2009, BUENO, C. M. et al 2011,
SILVA et al., 2003, QUAN et al. 2013), além de promover alta estabilidade a acidos graxos e
retardar a oxidagdo dos produtos (BARROW et al, 2009) e ser a proteina mais utilizada na industria

de alimentos na microencapsulacdo (WANG et al 2014).

2.2.3 Oleo de peixe

O ¢6leo de peixe continua a ser a principal fonte de acidos graxos poliinsaturados, trazendo
beneficios a satde humana. O consumo diario do 6leo de peixe tem aumentado juntamente com o
crescimento do mercado de alimentos funcionais e suplementos nutricionais, sendo consumido na

forma liquida, sdlida ou microencapsulada (KOLANOWSKI e LAUFENBERG, 2006). A
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necessidade de alimentos funcionais suplementados com 6mega-3 de qualidade ¢ destacada pela
alta demanda crescente aliada a ingestdo e recomendacdes atuais. Oleos de peixe contendo acidos
graxos poli-insaturados, principalmente EPA e DHA, estio implementados como ingredientes
alimentares em alimentos fortificados. Devido a sua instabilidade oxidativa, a maioria dos produtos
alimentares que incorporam 6leos EPA e DHA sao estabilizados através da microencapsulagdo
para evitar caracteristicas organolépticas negativas inerentes a oxidagdo desses acidos graxos
(BARROW et al., 2007). Com isto, € necessario promover valor agregado as espécies descartadas
avaliadas como uma boa fonte para producao de 6leo de peixe contendo alto teor de acidos graxos
poliinsaturados do grupo dmega 3 (GALLARDO et al., 2013).

A microencapsulag¢do para 6leo de peixe ¢ realizada principalmente com a aplicagdo de
gelatina e pode ocorrer por interagdes eletrostaticas entre dois polimeros com cargas opostas em
solucdo, sendo eficiente na encapsulagao de compostos hidrofobicos (DE KRUIF et al., 2004). O
6leo de peixe, contendo 6mega-3, pode ser estabilizado contra a oxidagdo usando uma variedade
de tecnologias de microencapsulagdo e ¢ util para suplementar alimentos e bebidas (BARROW et
al, 2009). Os beneficios a satde associados ao consumo de acidos graxos omega-3, tém sido
amplamente demonstrados e o desenvolvimento de nutracéuticos e alimentos funcionais nos
ultimos anos, que contém acidos graxos poliinsaturados (PUFA), &cido eicosapentaendico (EPA)
e acido docosahexaenodico (DHA) atribuidos como primordiais na permeabilidade celular e
metabolismo eicosandide (RUXTON, REED, SIMPSON e MILINGTON, 2004, BELTRAN,
2010). Esta técnica ¢ utilizada no encapsulamento de 6leo como suplementagdo de dmega-3
(DRUSCH e BERG, 2008; BARROW et al. 2007; DRUSCH e SCHWARZ, 2006; GALLARDO
et al.; 2013). Os 4cidos graxos 6mega-3 mais importantes sdo o acido alfa-linolénico (ALA, C18:
3), 4cido eicosapentaendico (EPA, C20: 5) e 4cido docosahexaenodico (DHA, C22: 6), presentes
em 6leos (MENEGAZZO et al 2014; GALLARDO et al.; 2013).

Os PUFAs omega 3 e 6 sdo esséncias no desenvolvimento do cérebro ¢ memoria infantil,
sendo o &cido araquidonico (ARA), DHA e EPA importantes para fungdes cognitivas, visuais, bem
como sua suplementa¢cdo pode ajudar no controle de desordens psiquicas e outras afeccdes em
criancas (Ryan et al., 2010). Os beneficios a satide associados ao grupo dmega 3 sdo relacionados
a prevengdo de doenca cardiovascular (BELTRAN, 2010) e ao desenvolvimento da fungdo cerebral
e sistemas vasculares (CRAWFORD et al., 2003). A suplementa¢do de criangas com DHA e ARA

¢ demonstrada com significativa importancia na inteligéncia infantil (DROVER et al., 2012). Esses
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acidos graxos sdo constituintes estruturais e funcionais de membranas celulares, sendo que o DHA
pode ser encontrado em altas concentragdes no cérebro ativando receptores da retina em tecidos

neurais (CRAWFORD et al., 2003).

2.3 DETERIORACAO DO PESCADO

Todo alimento ¢ passivel de deteriora¢do, desde a colheita, fabricacdo, processamento,
armazenamento até chegar ao consumidor. A conservagao sob o aspecto microbioldgico consiste
no processo de retardar a proliferagdo dos microrganismos com o controle de variaveis como a
temperatura, o pH e a umidade (GOULD, 1996). O pescado ¢ um alimento de origem animal com
maior probabilidade de deterioragdo, devido a elevada atividade de dgua. Segundo Favaro-
Trindade et al. (2010), valores de atividade de 4gua menor que 0,6 sdo recomendados para garantir
estabilidade microbiologica dos produtos atomizados. Mofos e leveduras apresentam maior
resisténcia a baixas atividades de dgua e pHs 4cidos quando comparados a babtérias (FORSYTHE,
2002). Segundo a FAO, a industria e as autoridades oficiais devem recorrer a testes microbioldgicos
em peixe e produtos pesqueiros a fim de detectar bactérias patogénicas e confirmar se o estado
microbiologico desses produtos ¢ satisfatorio (FAO, 1997). Os microrganismos comumente
utilizados como indicadores de seguranca dos alimentos sdo coliformes, E.coli, Enterobactérias e
Estreptococos fecais e a qualidade alimenticia pode ser avaliada através da presenca do grupo
coliforme que indicam a existéncia de material fecal (FORSYTHE, 2002; FRANCO e
LANDGRAF, 1996).

Os lipidios da carne do peixe sao mais factiveis a oxidacao devido ao maior teor de acidos
graxos insaturados contidos na carne de mamiferos e aves. A rancificacdo e a contamina¢ao por
microrganismos, durante a fabricagdo e estocagem do pescado e seus subprodutos reduzem a vida
de prateleira do produto e podem causar efeitos desagradaveis ao alimento. (FORSYTHE, 2002;
SETEVANATO et al, 2007). O frescor dos peixes ¢ outro fator importante para producao de
hidrolisado proteicos de peixe que afeta a oxidagdo lipidica (YARNPAKDEE et al., 2012). A
formag¢do de produtos secundarios a oxidagdo lipidica € uma das principais causas do
desenvolvimento de odores indesejaveis no musculo do peixe, e consequentemente o odor de peixe
(THIANSILAKUL et al., 2010).

Na degradacao e putrefacdo do pescado dentre as bactérias que se encontram inseridas,

estdo os géneros Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, além de outras bactérias que podem ser
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identificadas como coliformes, Salmonella, Staphylococcus (OETTERER, 2002). Segundo Jay
(2005), a biota bacteriana da deterioracdo do peixe consiste de bastonetes gram-negativos ndo-
esporulados tipo Pseudomonas e Acinetobacter-Moraxella e se o pescado nao for eviscerado
imediatamente, as bactérias do intestino vao logo para as paredes e cavidades intestinais com
auxilio de enzimas proteoliticas endogénas.

A legislagdo estabelece limites microbiologicos, estabelecendo contagem méxima para
pescado de 102 NMP/g para contagem de coliformes fecais e auséncia de Salmonella, sendo esta
ultima classificada como perigo de severidade moderada (APPCC, 1998; SILVA e FILHO, 1999).
Microbiologistas de alimentos definem como microrganismos psicrotroficos, aqueles que podem
crescer em temperaturas entre 0 °C e 7 °C e produzir colonias visualizadas dentro de 7 a 10 dias

com capacidade para degradar o pescado resfriado nessas temperaturas (JAY, 2005).

2.4 MICROENCAPSULACAO

As técnicas utilizadas para prevenir a deterioragdo microbiologica e para a preservacao de
alimentos incluem refrigeracdo e congelamento, secagem, acidificagdo, fermentagdo, adicao de
conservantes, esterilizagdo, pasteurizagdo e irradiacio (GOULD, 1996). A secagem por
pulverizagdo ¢ uma pratica comum na industria alimenticia, que visa assegurar a estabilidade
microbioldgica, prevenir reagdes de degradacdo, além de reduzir o custo de armazenamento e
transporte e por fim obter um produto com propriedades especificas como solubilidade instantanea
(CALISKAN e DIRIM, 2013; COUTO et al., 2012; GHARSALLAOUI et al., 2007). Na inddstria
de alimentos, a técnica mais utilizada para microencapsulagdo ¢ secagem por pulverizagao (spray
drying), um processo rentavel, flexivel e que produz particulas de boa qualidade (FRASCARELI
et al., 2012). A eficacia de diferentes sistemas de encapsulamento na prote¢ao contra a oxidagao
depende das caracteristicas do material de revestimento e do processo de encapsulagao (WANG et
al., 2014).

A secagem, através de técnica spray drying (aspersdo, atomizacao ou pulverizagdo), ¢ uma
operagdo Unica, que transforma um fluido liquido em produto seco. E um processo especial de
secagem, que consiste ndo somente na remog¢ao de agua, como também, na formacao de particulas
(ABDUL-HAMID et al.,2002, DUMOULIN; BIMBENET, 1998). Segundo Ghosh (2006) as

microparticulas possuem vérias vantagens como: protecdo de materiais instaveis e sensiveis a
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ambientes externos antes da utilizacdo; melhor processamento; solubilidade; dispersibilidade;
fluidez; extensdo da vida util através da prevengao de reagdes de oxidacao e desidratacdo; liberacao
controlada; manipulagdo segura de materiais téxicos; mascaramento de odor ou sabor;
imobilizacdo de enzimas e microrganismos; administracao controlada e dirigida de farmacos e
manuseio de liquidos como so6lidos. Oliveira e Petrovick (2010) descrevem outras vantagens, como
o processo de secagem ndo necessitar de interrup¢ao, caso ocorra alguma alteracdo na operagao,
além da formagao de goticulas que facilitam a troca térmica e transferéncia de massa que aumentam
o rendimento e velocidade do processo.

A microencapsulacdo através de spray drying ¢ uma operagdo Unica e processo comercial
de baixo custo que ¢ utilizado principalmente para a encapsulacdo de fragrancias, 6leos, odores e
na secagem de produtos, além de evitar a evaporagao de compostos volateis (GHARSALLAOUI
et al., 2007; GHOSH, 2006). As particulas sao formadas através da dispersao de uma emulsao
contendo polimero e nicleo que em contato com uma camara de ar quente secam. Durante o
processo, o solvente evapora e o material de parede solidifica envolto as particulas do nucleo. A
interacao de alguns polimeros confere efeito positivo na prote¢do de compostos labeis, compondo
uma rede de materiais de parede como polissacarideos, gomas e proteinas (GHOSH, 2006;
DULMOLIN e BIMBENET, 1998). Segundo alguns autores (Martins et al., 2014, Benita, 2005;
Silva et al., 2003, Shahidi e Han, 1993) a microencapsulagdo serve para formar barreiras e evitar
perdas, além de proteger o conteudo da degradacao proteolitica e atribuir propriedades singulares
sob o aspecto de libertagdo controlada, solubilidade e resisténcia a umidade nas microparticulas.

A microencapsulagdo tem como objetivo principal aprisionar um material de nucleo
desejado numa matriz envoltéria (GHOSH, 2006). A gelatina estd dentre as proteinas mais
utilizadas como material de revestimento, juntamente com a caseina e proteinas de soja (MARTINS
et al., 2014). A maltodextrina, goma arabica e gelatina, sdo substancias encapsulantes e
transporatdoras adequadas para microencapsulacao por auxiliar e facilitar a secagem, além de
possuirem a propriedade de protecdo da substancia ativa contra oxidagdo e deterioragdo (KHA et
al., 2010, GHARSALLAQOUI et al., 2007)

A secagem por pulverizagao tem sido utilizada para manter uma maior estabilidade em
hidrolisados de tilapia preta (Abdul-Hamid et al. 2002) e hidrolisados de subprodutos de camarao
(Bueno-Solano et al., 2009), porém a temperatura empregada pode causar alguns efeitos na

qualidade do produto final (Abdul-Hamid et al. 2002), bem como o superaquecimento durante a
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secagem, produzem fracas propriedades funcionais (Cordoba-Murueta, Navarrete-del-Toro e
Garcia-Carrenio, 2007). O HPP é comumente utilizado na forma liquida, porém, a secagem por
atomizacao (spray drying) ¢ um dos métodos alternativos para conversao deste produto liquido em
p6 (ABDUL-HAMID et al.,2002).

A maior parte dos alimentos incorporados com 6leo de peixe necessitam de estabilizagdo
através da tecnologia de microencapsulagdo, a qual protege o 6leo da exposic¢do a luz e ao oxigénio
e inibi de forma concreta a fotooxidacdo ¢ a autoxidagdo de radicais livres de EPA ¢ DHA
(BARROW et al.,, 2007). A microencapsulacdo por técnica de spray drying ¢ utilizada no
encapsulamento de 6leo de peixe, EPA, DHA, 6leo de linhaga e 6leos de tomilho (GRATTARD et
al., 2002, BARROW et al., 2009; GALLARDO et al., 2013, MARTINS et al., 2014, MORALES-
MEDINA et al., 2016). A microencapsulacdo com goma e maltodextrina protegem o 6leo do
oxigénio, oxidacao e temperaturas elevadas. O nivel de protecdo pode ser explicado a uma maior
permeabilidade da combinagao de biopolimeros utilizados como revestimento (GRATTARD et al.;
2002, GALLARDO et al., 2013). Existem varios métodos de microencapsulagido de 6leo de peixe
e compreendem a producao de emulsdes secas por pulverizacao ou coacervados complexos secos
por pulverizagdo (MARTINS et al., 2014), sendo que a técnica de spray drying confere estabilidade
oxidativa aos 6leos (FRASCARELI et al 2012).

A produgdo de particulas através de secagem por pulverizagao envolve a formacdo de uma
emulsdo contendo material de revestimento e um contetido, em seguida ¢ realizada a atomizagao
desta emulsdao num compartimento de secagem com circulacdo de ar quente. O processo de
secagem constitui a dispersdao de fluido continuo ou de pulsos sob forma de goticulas, que em
contato com uma corrente de ar aquecido, proporciona a transferéncia de calor e a evaporagao do
solvente, e subsequente formagdo da particula sélida. A eficiéncia de encapsulagdo pode ser
otimizada pela escolha correta dos parametros de secagem por pulverizagao como as temperaturas
de entrada e de saida do ar, temperatura da emulsao, condi¢cdes de atomizagao e umidade, sendo
desta forma a emulsdo suficientemente estavel com excelentes condi¢des de viscosidade e tamanho
da goticula (FRASCARELI et al 2012, JAFARI et al., 2008, DE SOUZA et al., 2015).

Devido a sua versatilidade, o spray drying ¢ uma técnica aplicada tanto para a obtencao de
po quanto na microencapsulacdo de substancias como, 6leos de peixe, o0leo essencial de tomilho
com intuito de mascarar odores, como também para transformar aromas alimentares liquidos, tais

como o 6leo de café em pos estaveis, além de ser a técnica tradicionalmente mais utilizada nas
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industrias alimenticia, quimica, bioquimica e farmacéutica (MARTINS et al 2014, FRASCARELI
et al. 2012, BARROW et al. 2009). Neste processo de operacdo unica, o produto liquido ¢
atomizado através secagem com vapor de ar quente para obter-se instantaneamente o po (Figura 4)
(GHARSALLAOQUI et al. 2007).

Além disto, serve para evitar evite perdas ou reagdes indesejaveis do produto com ambiente
externo, luz, oxigénio e 4gua, diminuir a perda de 4gua para o ambiente, melhorar manipulagdo do
material através da forma sélida, tornando o produto mais uniforme, liberagdo controlada, mascarar
sabor (P10705220-0A2, GHARSALLAOUI et al., 2007; SHAHIDI e HAN, 1993) e promover alta
estabilidade a 4cidos graxos e retardar a oxidagdo dos produtos (BARROW et al. 2009). A remogao
de agua através da secagem por pulverizagdo € uma pratica comum na engenharia e industria
alimenticia. Com a redu¢do do teor de dgua e atividade da agua, a secagem garante a estabilidade
microbiologica dos produtos, evita o risco de degradacdes quimicas e biologicas, reduz os custos

de armazenamento e transporte, além de atribuir solubilidade instantdnea ao produto final

(GHARSALLAOUI et al., 2007).

Figura 4 — Produto em p6 obtido através de técnica de spray drying

Fonte: Ferreira, A. C.M (2018)
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3 RESULTADOS

3.1 RECUPERACAO DE PROTEINAS E LIPIDEOS DOS RESIDUOS DO PROCESSAMENTO
DE TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS)

Ferreira, A. C. M %; Silva, J. F. X °; Cahu, T.B?%; Silva, J.F 2, Souza, K.S 2, Basilio Junior, I. D ¢;

Bezerra, R. B ?; Carvalho Junior, L.B?2.

Resumo

A carcaca de peixe ¢ um dos principais subprodutos da industria de processamento de peixe. Este
subproduto pode ser fonte importante de moléculas bioativas. O presente estudo propde o
processamento integrado dos residuos da carcaga de tilapia (Oreochromis niloticus), peixe mais
produzido pela aquicultura brasileira, com vista a obtencdo de proteina e lipidios. Para cada quilo
de carcaca foram obtidos aproximadamente 1,6 L de hidrolisado proteico de peixe (HPP); 95 g de
peso seco (HPPs); 156 g de peso seco de concentrado proteico de peixe (CPPs); 177 g de ossos;
5,3 g de gelatina; 0,2 L de o6leo e 100g de gorduras. HPPs e CPPs revelaram conter,
respectivamente, 48% e 71% de proteina; 26,1% e 3,2% de extrato etéreo; 2,8% e 3,6% de cinzas
e 23,3% e 23% de carboidratos. A anélise de gelatina revelou elevado grau de glicina (c.a 17%),
seguido de prolina (c.a 9,4%). Enquanto que os principais acidos graxos presentes no oleo e
gordura foram, respectivamente: acido oleico — 36,7% e 12,43%; linoleico — 15,4% e 4,2% ¢
palmitico — 20,58% e 15,53%. Estes resultados demonstram que o processo proposto recupera dos

residuos da carcaga da tilapia importantes macromoléculas nutricionais.

1. Introducao

Os organismos marinhos representam uma extensa fonte de compostos naturais e sua
extensa biodiversidade aliada a rica diversidade quimica oceanica, comportam um vasto recurso
de novas substancias ativas aplicaveis ao desenvolvimento de novos produtos bioativos (Vries e
Beart, 1995). A industria pesqueira produz grande quantidade de residuos e poucas empresas

toleram o desperdicio, sendo o descarte representante de um percentual significativo das capturas
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maritimas mundiais e geralmente considerado como residuos ou subutilizacdo dos recursos da
pesca (Kelleher, 2005; Davies, Cripps, Nickson e Porter, 2009).

O hidrolisado proteico de peixe ¢ um produto obtido da quebra das proteinas do pescado,
convertendo-as em peptideos através da hidrélise enzimatica que possui de 2 a 20 aminoacidos
(Chalamaiah et. al., 2012) e apresenta-se como alternativa aos residuos do processamento de tilapia
(Roslan et al., 2014), sendo composto por proteinas soluveis, lipideos e aminodcidos (Oetterer,
2006). O HPP possui propriedades como formacdo de espuma, capacidade de emulsificacao,
capacidade de ligacao de dleo e solubilidade, importantes para formulacdes alimentares, produtos
nutricionais e farmacéuticos (He et al., 2013), além de alta solubilidade em agua (Kristinsson e
Rasco, 2000).

A producao de gelatina a partir de peixe € uma alternativa a aplicacao para os subprodutos
das industrias de beneficiamento de pescados e a gelatina de mamifero (Bougatef et al., 2012;
Piacentini et al., 2013). A gelatina ¢ uma proteina fibrosa desnaturada derivada do colageno que
pode ser obtida de partes ndo comestiveis como peles, ossos, nadadeiras e tecidos cartilaginosos
(Ahmad e Benjakul, 2011; Oetterer, 2006). A aplicacao deste biopolimero abrange desde industrias
farmacéutica a alimentar e de suplemento nutricional (microcapulas de 6leo de peixe, geleia,
artigos de confeitaria, filmes comestiveis, laticinios, panificagdo, clarificacdo de sucos naturais).
Além disto, compreende propriedades funcionais e tecnoldgicas como a capacidade de ligagao de
agua e gordura, formacao e estabilizagdo de espumas e emulsdes, formacao de gel e filme como
barreiras contra a secagem e exposicdo a luz e ao oxigénio, além de vantagens como
biodegradabilidade e biocompatibilidade (Shakila et al., 2012, Barrow et al, 2009; Arvanitoyannis,
2002; Karim e Bhat, 2009).

O ¢leo de peixe continua a ser a principal fonte de acidos graxos poli-insaturados com
demonstracio de elevado nivel de Omega-3 PUFAs por determinadas espécies, trazendo beneficios
a satde humana. O consumo diario do 6leo de peixe tem aumentado juntamente com o crescimento
do mercado de alimentos funcionais e suplementos nutricionais, sendo consumido na forma liquida,
solida ou microencapsulada (Garcia Moreno et al, 2013; Kolanowski e Laufenberg, 2006).

A microencapsulacdo consiste no revestimento de um material de niucleo numa matriz
envoltoria, formando uma barreira que evite perdas ou reagdes indesejaveis, além mascarar odores,
e atribuir propriedades singulares sob o aspecto de liberagao controlada, solubilidade e resisténcia

a umidade das microparticulas (Martins et al, 2014, Shahidi e Han, 1993), sendo a gelatina, uma
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das proteinas mais utilizada como material de revestimento (Martins et al, 2014). A
microencapsulacdo por técnica de spray drying € operacdo Unica € um processo de secagem
comercial de baixo custo, utilizado na encapsulagdo de fragrancias, 6leos e odores. As particulas
sdao formadas através da dispersao de uma emulsdo contendo polimero e nucleo que em contato
com uma camara de ar quente secam. Durante o processo, o solvente evapora e o material de parede
solidifica envolto as particulas do nicleo. A interacdo de alguns polimeros confere efeito positivo
na prote¢ao de compostos labeis, compondo uma rede de materiais de parede como polissacarideos,
gomas e proteinas (Ghosh, 2006; Dulmolin e Bimbenet, 1998). A secagem por spray drying tem
sido relatada como técnica que propicia uma maior estabilidade do produto em hidrolisados
proteicos de peixe e camardo (Morales-Medina et al. 2016; Bueno-Solano et al., 2009, Abdul-
Hamid et al., 2002).

O reaproveitamento dos residuos pesqueiros através de um processo pode ser realizado para
obter todas as biomoléculas inerentes ao pescado ou adaptado conforme a busca de um biomaterial
particular requerido (Cahu et al., 2012).

O presente estudo descreve a recuperacdo de proteinas e lipideos dos residuos do
processamento de tilapia através de um unico processo integrado no qual promove a elaboracao de

novos produtos (microparticulas) e caracteriza as proteinas e lipideos obtidos.

2. Material e Métodos

2.1 Materiais

Residuos (cabegas, restos de musculos, pele e ossos) de tilapia foram gentilmente doados pela
Noronha Pescados Ltda. (Pernambuco, Brasil). O material foi acondicionado a 4°C e transportado
ao Laboratério de Enzimologia (LABENZ) do Departamento de Bioquimica da UFPE e
armazenado -22 °C até o uso. Alcalase® foi adquirida da Sigma Chem. Co. (Massachussets,

Estados Unidos; Prod Code P4860)
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2.2. Hidrolisado Proteico de Peixe

O hidrolisado proteico de peixe foi produzido mediante procedimento descrito por Silva et al.,
(2014), consistindo em: alcalase (Alcalase® Prod Code P4860) a 0,5% (m/v), foi adicionada aos
residuos na propor¢do de 1/1 e triturados em liquidificador industrial (251ts, LSMB-25 220v,
siensem) por 5 minutos. A mistura resultante foi incubada a 45 °C em banho maria (TE 056mag
tecnal) por 180 min sob agitagdo em homogeneizador (IKA RW 20digital) 250 rpm, apods os quais
a temperatura foi elevada a 100° C por 10 min para interromper a reacao enzimatica. As fragdes de
solidos (0ssos) e liquidos foram separadas por filtracdo (malha: 1 mm?); o filtrado definido como

Hidrolisado Proteico de Peixe (HPP) e o precipitado utilizado na obtenc¢do da gelatina (item 2.5.).

2.3. Concentrado proteico de peixe

Os lipideos do HPP foram extraidos por separacdo mecanica através de uma desnatadeira 9 Gr 50
L/h. O sobrenadante denominado Concentrado Proteico de Peixe (CPP) foi acondicionado em
vidros estéreis autoclavados e armazenados em freezer sob temperatura de -26 °C para posterior

secagem. Obteve-se uma fragdo liquida (6leo) e sélida (gordura).

2.4 Composicao de acidos graxos do dleo e gordura

O teor de 4cidos graxos (AOAC, 2005, método 996.06) foi realizado através de hidrolise acida das
amostras com HCI em etanol num banho quente (70-80 °C) durante 40 min e depois extraidas com
uma solugdo de éter etilico e éter de petroleo (1: 1). O solvente foi removido e o conteudo metilado
para ser em seguida analisado por GC-FID. Os resultados foram convertidos para base MS (matéria

seca).
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2.5. Obtencao da gelatina

Os ossos (100g) obtidos no item 2.2. foram lavados com agua destilada para remog¢ao de impurezas.
A obtencao da gelatina foi realizada a partir do colageno dos ossos com solugdo de 1:10 (p/v) (G10)
e 1:3 (p/v) (G3). Os ossos inicialmente foram tratados com uma soluc¢ao de 0,2 M EDTA a 22 °C,
sob agitacdo constante, durante 18 h para remog¢ao de minerais e de ions calcio. Posteriormente, os
ossos foram tratados com 0,2 M NaOH a 22 °C, sob agitacdo constante, durante 3 h com duas
trocas de solucdo (p/v), para remog¢do das proteinas soluveis e pigmentos. Os 0ssos entao foram
lavados com agua destilada até obter-se o pH de 7,0. Decorrido este processo, a amostra foi tratada
com &cido acético 0,05 M durante 3 horas a 22 °C com duas trocas de solugdo (p/v) e em seguida
lavados com H20O destilada até pH 7,0. Para a extra¢dao propriamente dita da gelatina, a amostra
tratada foi imersa em agua destilada sob homogeneizagao constante a 50 °C durante 24 horas para
a obtengdo do material gelatinoso final. A gelatina obtida ao fim do processo foi filtrada, congelada

a -70 °C e liofilizada.

2.6 Composicio de aminoacidos da gelatina

Para determinacao dos aminoécidos essenciais, aminoacidos nao essenciais (White et al., 1986, pp.
170-177, Hagen et al., 1989, pp. 912-916), as amostras foram hidrolisadas em solugdo de HC1 6 M
/ fenol durante 24 h para obter aminodacidos livres, apos derivatizagdo com phenyl isothiocyanate
(PITC), separados por HPLC de fase reversa e detectados por UV a 254 nm. Os resultados foram

convertidos para base de matéria seca.

2.7 Secagem por spray drying do CPP e HPP

O CPP e HPP foram transportados para Universidade Federal de Alagoas, onde foram secos por
spray dryer (Buchi Mini spray dryer B-290), para obtencao das microparticulas. Para a
microencapsulagao do CPP foram preparadas emulsdes em diferentes percentuais de material de

parede com maltodextrina comercial, goma arabica e gelatina bovina comercial (Gelita) para
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subsequente secagem por pulverizagdo. A formulacao foi realizada e as emulsdes homogeneizadas
em agitador magnético (Biomega/H4000-S) a 12.000 rpm durante 15 min. Apds secagem, o0s
produtos, concentrado proteico de peixe seco (CPPs) e hidrolisado proteico de peixe seco (HPPs)
foram coletados e pesados para determinar o seu rendimento. Uma amostra (1g) foi coletada em
triplicata para realizacdo do teor de umidade em analisador de umidade (MOC 63u). Posteriormente
o material foi armazenado em vidros estéreis sob temperatura ambiente e auséncia de luz para

posteriores analises.

2.8 Composicao quimica dos CPPs e HPPs

O teor de umidade (AOAC, 1996, método 926.12) foi realizado através da pesagem de 5 g de
amostra preparadas e secas a peso constante em forno a vacuo sob temperatura uniforme 20 - 25
°C acima do ponto de ebulicdo de H20 sob pressao de trabalho e arrefecido em dessecador eficiente
por 30 min. O peso constante ¢ atingido apos 1 hora de secagem sucessiva. A proteina bruta
(AOAC, 1995a, método 991.20) foi medida pelo método de Kjeldhal e 6,25 como fator de
conversao da N-proteina. O teor de extrato etéreo (U.K. FEEDING STUFFS, 1982, pp. 9-11), foi
obtido a partir da extragdo da amostra com éter de petroleo e secos durante 3 - 4 horas. O conteudo
foi moido finamente, e o material foi novamente extraido durante mais uma hora. Apds evaporacao
do solvente, o 6leo foi seco a 100 °C e pesado. As cinzas (AOAC, 1995b, método 920,39) foram

determinadas através de secagem do material num forno de mufla ajustado a 550 °© C durante 24 h.

3.Resultados e Discussao

3.1 Obtencao de outros produtos a partir da carcaca de tilapia

A figura 1 contém um fluxograma que representa o processo utilizado para obter produtos
(hidrolisado proteico de peixe, concentrado proteico de peixe, hidrolisado proteico de peixe seco,
concentrado proteico de peixe seco, gelatina) e recuperar biomoléculas (lipideos, proteinas) dos
residuos do processamento de tilapia. O hidrolisado proteico de peixe, uma mistura complexa de
proteinas e lipideos foi produzido a partir da carcaca da tildpia e a fase liquida foi submetida a

extracdo lipidica, produzindo um produto com um elevado teor de proteina (concentrado proteico
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de peixe) enquanto que a fase sélida, ossos, foi separada para produgao da gelatina. A gelatina foi
obtida por extracdo, apds desmineralizacdo dos ossos, desproteinizagdo e cozimento a 50 °C. Os
lipideos (6leo e gordura) foram extraidos através de separagdao mecanica a partir do HPP produzido.
O CPPs e o HPPs foram produzidos a partir da secagem do HPP e CPP através de técnica de spray
drying com temperatura de entrada de 200-220 °C. Véarios métodos sdo utilizados na produgao de
hidrolisados proteicos, concentrados proteico, extracao de 6leo e coldgeno sob a forma de gelatina
derivados da tilapia (Menegazzo et al 2014, Silva et al 2014, Foh et al. 2012, Jamilah et al. 2011).

Os rendimentos dos produtos elaborados, além dos 0ssos encontram-se expressos na tabela
1. No final do processo, os seguintes produtos foram obtidos a partir de 1 kg de residuos de
processamento de carcaga de tildpia (peso imido) e foram utilizados para produ¢do de novos
produtos: ossos (176,71), gelatina G3 (2,12), gelatina G10 (5,31), 6leo (0,197), gordura (99,19),
um hidrolisado proteico (1,58 L), hidrolisado proteico de peixe seco (94,87), concentrado proteico
de peixe seco (156,04). Este processo demonstrou ser adequado e eficiente na recuperagdo de
biomoléculas de residuos de carcaga de tilapia. Outros autores, Cahu et al. (2012), Silva et al
(2014), Silva et al (2017) obtiveram eficiéncia na recuperagao de biomoléculas a partir dos residuos
do processamento da industria pesqueira e na produgdo de hidrolisado proteico do pescado.

A recuperagdo de colageno sob forma de gelatina, a partir de ossos dos residuos da tilapia
foi realizada com éxito neste trabalho e os aminoécidos estavam presentes que sugere que a
composicao quimica do colageno tipo I foi preservada durante a extracdo. Jamilah e Harvinder,
(2002), encontraram o mesmo padrao de distribuicdo de aminoacidos nos colagenos isolados da
pele de tilapia preta e vermelha. As etapas de extragdo foram feitas com agitagdo continua a 150
rpm e temperatura de 22 °C. Alguns autores relataram a extragdo desta biomoélecula a partir dos
ossos de peixes (Akagiindiiz et al 2014, Shakila et al. 2012, Koli et al. 2012, Muyonga et al. 2004).
No entanto, estudos a respeito da producao de gelatina a partir espécie Oreochromis niloticus ainda

SA0 €Scassos.

A recuperagdo dos lipideos foi realizada por separa¢do mecanica, através do desnate do
hidrolisado proteico de peixe. Os produtos (6leo e gordura) obtidos ndo demandaram de processo
de refino e foram classificados através do teor de dcidos graxos. Menegazzo et al (2014) utilizaram
métodos fisico-quimicos e refinamento quimico para a obtencdo de dleos a partir de carne

mecanicamente separada de tilapia do Nilo.
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A produgdo de HPP seco e CPP seco foi realizada através de técnica de spray drying e
utilizou de maltodextrina comercial, goma ardbica em p6 pura e gelatina bovina comercial (Gelita)
na formulagdo das emulsdes. Gharsallaoui et al. (2007), relataram maltodextrina, goma arabica e
gelatina, sao substancias adequadas para microencapsulagdo, pelo fato de possuirem a propriedade
de protecdo da substancia ativa contra oxidag¢do e deterioracdo. A secagem por pulverizacdo foi
utilizada para manter uma maior estabilidade quimica em hidrolisados proteicos de peixe e camarao
(Bueno-Solano et al., 2009, Abdul-Hamid et al., 2002). Diferentes temperaturas de entrada e saida
sao relatadas na secagem de produtos por spray dryer. Abdul-Hamid et al. (2002) observaram
diferencas significativas na composi¢do quimica dos hidrolisados de tilapia secos em diferentes

temperaturas.



Figura 1: Processo para a utilizacdo de residuos de carcaga de tilapia Oreochromis niloticus.
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Tabela 1: Rendimento de bioméleculas isoladas a partir de 1,0kg (MS® n = 3) de residuo de tilapia.

Produtos Rendimento (g) Propriedades
159.02 +4.013  Fonte de colageno para producdo de
Ossos gelatina (Khiari et al., 2013; Shakila
et al., 2012)
2.223 £0.175 Material de parede para
. microencapsulagao de 6leo
Gelatina 3 (Piacenntini et al., 2013; Barrow et
al., 2009)
5.46 £ 0.706 Material de parede para
. microencapsulagao de 6leo
Gelatina 10 (Piacenntini et al., 2013; Barrow et
al., 2009)

205.76 £3.337  Fonte de acidos graxos
poliinsaturados e 6mega 3 (Garcia

Oleo Moreno et al, 2013, Kolanowski and

Laufenberg, 2006)

37.54 +4.36 Fonte de acidos graxos

Gordura .

poliinsaturados
Hidrolisado Proteico de 115.11+11.19  Alto teor de proteina e 4cidos graxos
Peixe seco (HPPs) poliinsaturados
Concentrado de Proteicode  162.34 +£15.22  Alto teor de proteina e acidos graxos
Peixe seco (CPPs) poliinsaturados

2Base de peso seco
b A partir de 1.0 kg de peso tmido da carcaga de tilépia.

3.3 Composicao de aminoacidos da gelatina

O percentual de acido aspartico encontrados por Jamilah e Harvinder, (2002), em seus
estudos com gelatina de pele de tilapia vermelha (Oreochromis nilotica) e tilapia preta
(Oreochromis mossambicus) foi inferior (3,8% e 3,9%) aos da gelatina de ossos de tilapia
Oreochromis niloticus (4,14%) desse trabalho, no entanto os valores de acido glutdmico foram
similares 7,1 e 7,6 % em tildpia vermelha e tilapia preta, respectivamente. O aminoéacido mais
abundante em gelatinas ¢ a glicina (Khiari et al., 2013). O teor de glicina (17,24%) foi superior aos
encontrados por Khiari et al., (2013) que relataram redug¢do de 50% nos teores de glicina de
gelatinas de ossos de cavala S. scombrus extraidas por pré-tratamento enzimatico (Alcalase)
(11,4%) e (Flavozyme) (11,6%), comparadas as pré-tratadas quimicamente (NaOH) (21,3%). Por

outro lado, Akagiindiiz et al (2014), obtiveram valores de glicina de aproximadamente 34% em
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ossos da espécie dourada (sea breams) submetida a hidrolise com alcalase (0,1%) para remocao
dos tecidos musculares. O teor de glicina foi inferior aos descritos em gelatina de pele de
Oreochromis nilotica € Oreochromis mossambicus (30,8 e 33,8%; Jamilah e Harvinder, 2002) e
em gelatina de pele de tilapia vermelha (19,7%; Jamilah et al., 2011).

Contudo, para os aminoacidos essenciais foram relatados niveis similares (tabela 2) de
metionina (1,4 e 1,7%), valina (1,7 e 2,2%) e lisina (2,1 e 2,8%) em gelatina de pele Oreochromis
nilotica ¢ Oreochromis mossambicus (Jamilah e Harvinder, 2002), respectivamente. Outros
autores, Akagiindiiz et al (2014), encontraram teores de 1,4%(Met); 1,8% (Val) e 2,5%(Lis),
semelhantes aos apresentados. Os aminodacidos lisina e valina (0,8 e 1,5%) foram reportados em
menor percentual na gelatina de tildpia vermelha (Jamilah et al., 2011). Khiari et al. (2013)
obtiveram percentuais de metionina (2.6 € 2.5%) e valina (4 e 2,5%) em gelatinas Osseas de cavala
S. scombrus e verdinho M. poutassou, respectivamente. A concentragdo molar ¢ o tipo de
tratamento (quimico, enzimatico) utilizado, assim como a extracdo como uso de alcalase pode
comprometer o nivel de aminoacidos disponiveis na gelatina. Khiari et al. (2013) relata que a
presenca de aminoacidos hidrofébicos demonstra efeito benéfico sobre as propriedades funcionais
das gelatinas. O aminoécido alanina (6,86%) da gelatina dssea de tilapia foi similar a gelatina de
ossos de cavala S. scombrus pré-tratadas com alcalase (Khiari ez al., 2013).

A matéria-prima e o tratamento utilizados na extracdo sdo varidveis importantes que
interferem nas propriedades funcionais, composi¢ao e no peso molecular das gelatinas (Khiari et
al., 2013; Muyonga et al. 2004). A hidrolise do colageno e obtencdo da gelatina a partir da pele
requer tratamento térmico mais brando se comparada aos ossos (Muyonga et al. 2004).

A presenca de Cistina, derivada da Cisteina, foi detectada na gelatina 6ssea de tilapia. A
presenga de cisteina na gelatina pode ocorrer por contaminagdo de uma pequena por¢ao de outras
proteinas presentes nos 0ssos € nas escamas, além de ser comum nos hidrolisados proteicos de
peixe (Akagiindiiz et al. 2014, Chalamaiah et al., 2012). Os peptideos possuem fun¢do antioxidante
e aminoacidos como a histidina, tirosina, leucina, glicina, alanina, arginina, acido glutimico
(Bougatef et al., 2010) e leucina, alanina, prolina e &cido aspartico (Ngo et al., 2010) foram
identificados com alta atividade na eliminagdo de radicais. Hongsprabhas et al. (2011) relata que
os aminoacidos cisteina e metionina podem aumentar a imunidade, através da conversdo

intracelular para a glutationa. Varias proteinas que possuem fungdes de transporte de oxigénio,
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vitaminas, CO2, enzimas e proteinas estruturais sdo sintetizadas por amonoacidos (Chalamaiah et

al., 2012).

Tabela 2. Composi¢ao dos aminoécidos da gelatina extraida dos ossos de tilapia

Aminoécidos (%) Gelatina
Nado essencial

Acido Aspartico 4,14
Acido Glutamico 7,05
Serina 2,71
Glicina 17,24
Arginina 6,23
Alanina 6,86
Prolina 9,40
Tirosina 0,43
Essencial

Valina 1,36
Metionina 1,03
Histidina 0,62
Cistina 0,35
Isoleucina 0,81
Treonina 1,88
Leucina 2,02
Fenilalanina 1,46

Lisina 2,53
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3.4 Composicao de acidos graxos do 6leo e gordura do HPP

A composicao de acidos graxos esta apresentada na tabela 1. Os 4cidos linoleicos e oleicos
representam o maior percentual presentes no 6leo e gordura extraidos do HPP. Foram verificados
teores de 6mega 3, 6 ¢ 9 nas amostras. Gallardo et al (2013) relataram que os acidos graxos d6mega
3 mais importantes sdo o acido alfa-linolénico (ALA, C18: 3), acido eicosapentaenoico (EPA, C20:
5) e 4cido docosahexaendico (DHA, C22: 6), presentes em 6leo de peixes.

Os contetdos de acidos graxos saturados do 6leo e gordura foram 29,94 e 23,60 g/100g
respectivamente, e apresentaram-se predominantemente o acido miristico (C14: 0) 20,3 g / kg
(6leo), 15,6 g/ kg (gordura), acido estedrico (C18:0), 57,5g/kg (6leo), 55,8 g/kg (6leo) e palmitico
(C16: 0), 205,8 g/kg (6leo), 155,3g/kg (gordura). Estes resultados foram superiores aos
apresentados por Silva et al (2014) que obtiveram valores 19,0 g/kg (C14: 0), 115,0 g/kg (C16: 0),
24,0 g/’kg (C18:0) em HPP de tilapia. No entanto, Menegazzo et al (2014) obtiveram niveis de 26,9
g/ kg, 70g/kg, 216g/kg em acido miristico, acido estearico e palmitico, respectivamente em 6leo
refinado obtido da carne mecanicamente separada de tilapia, sendo superiores aos encontrados
neste trabalho.

Os acidos graxos monoinsaturados estavam presentes no 6leo (481,3 g / kg) e gordura
(152,2 g/ kg) e eram predominantemente acidos oleicos (C18: 1n-9c), 396,9 g / kg (6leo) 1243 g
/ kg (gordura), e palmitoleicos (C16: 1), 58,8 g / kg (6leo),174 g / kg (gordura). O 4cido erucico
(C22: 1n9) foi identificado com 0,9g/kg e 0,5g/kg no 6leo e gordura, respectivamente. Contudo,
este acido graxo ndo foi encontrado por Silva et al (2014) em hidrolisado de tilapia.

Os conteudos de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) de 6leo e gordura foram 214, 7 e
59,5 g / kg, com predominancia de acido linoleico (C18: 2n-6), 154,0 g / kg (6leo), 42,3 g / kg
(gordura), e gama-linolénico-GLA (C18: 3n6), 12,1 g/ kg (6leo) e 2,7 g/ kg (gordura). Além disso,
foi encontrado 6mega-3 com valores de 18,8g / kg (6leo), 5,0 g / kg (gordura), 6mega-6, 186,9 g /
kg (6leo), 51,1 g/ kg (gordura) e dmega-9, 420,8 8g / kg (6leo), 134,5 g/ kg (gordura). Os PUFAs
omega 3 e 6 sdo esséncias no desenvolvimento do cérebro e memoria infantil, sendo o acido
araquidonico (ARA), DHA e EPA importantes para fun¢des cognitivas e visuais na infancia (Ryan
et al., 2010). Os beneficios a saude associados ao grupo d6mega 3 sao relacionados a prevengao de
doenca cardiovascular (Beltran, 2010) e ao desenvolvimento da fungdo cerebral e sistemas

vasculares (Crawford et al., 2003).
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Garcia-Moreno et al (2013) descreveram cinco espécies de peixes de descarte axillary
seabream (Pagellus acarne), small-spotted catshark (Scyliorhinus canicula), sardine (Sardina
pilchardus), horse mackerel (Trachurus mediterraneus) e bogue (Boops boops) como fonte de 6leo
de peixe com elevado teor de 4cidos graxos polinsaturados 6mega-3. O 6leo de tilapia exibiu niveis
elevados (10,4 g / kg) de acido alfa linolenico LNA (C18:3n3), 4cido pertencente ao grupo
omega-3. Resultados inferiores foram relatados na literatura em o6leo bruto (0,9 g / kg) e

refinado (1,2 g/ kg) de tilapia (Menegazzo et al. 2014).



Tabela 3: Composicdo de acidos graxos do 6leo e gordura extraidos dos residuos de tilapia.

Acidos Graxos Oleo Gordura
Acido Butirico (C4:0) 0.09 -
Acido Caprdico (C6: 0) 0,01 -
Acido caprilico (C8:0) 0,01 -
Acido Miristico (C14:0) 2,63 1,56
Acido Céprico( C10:0) 0,03 0,01
Acido Laurico (C12 : 0) 0,06 0,03
Acido Miristoleico (C14:1) 0,26 0,08
Acido Pentadecandico (C15:0) 0,15 0,10
Acido Palmitico (C16:0) 20,58 15,53
Acido Palmitoleico (C16:1) 5,88 1,74
Acido Margérico (C17:0) 0,26 0,22
Acido Estearico (C18:0) 5,75 5,58
Acido Elaidico (C18:1n9t) 0,04 0,08
Acido Oleico (C18:1n9c) 39,69 12,43
Acido Linoleico (C18:2n6¢) 15,40 4,23
Acido Gama-Linolénico GLA (C18:3n6) 1,21 0,27
Acido Alfa Linolenico LNA (C18:3n3) 1,04 0,27
Acido Araquidico (C20:0) 0,25 0,26
Acido Cis-11-Eicosendico (C20:1n9) 2,21 0,84
Acido cis-11,14- Eicosadiendico (C20:2) 0,77 0,27
Acido Heneicosendico (C 21: 0) 0,04 0,04
Acido cis-8,11,14-Eicosatriendico (C20:3n6) 0,95 0,26
Acido Araquidénico AA (C20:4n6) 1,13 0,35
Acido cis-11,14,17-Eicosatriendico 0,16 0,05
Acido Behenico (C22:0) 0,10 0,09
Acido Erucico (C22:1n9) 0,09 0,05
Acido 5,8,11,14,17- EPA (C20:5n3) 0,06 0,02
Acido Tricosandico (C23:0 0,03 0,02
Acido cis-13,16-Docosadiendico(C22:2) 0,04 0,02
Acido Lignocérico (C24:0) 0,06 0,05
Acido Nervonico (C24:1n9) 0,05 0,04
Acido Docosahexaendico DHA(C22:6n3) 0,62 0,16
Gordura Monoinsaturada 48,13 15,22
Gordura Poli-insaturada 21,47 5,95
Gorduras Insaturadas 69,59 21,17
Gorduras Saturadas 29,94 23,60
Gorduras trans 0.04 0,08
Extrato etéreo 99,53 44,77
Omega 3 1,88 0,5
Omega 6 18,69 5,11

Omega 9 42,08 13,45
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3.5 Composicao quimica dos CPPs e HPPs

HPPs e CPPs apresentaram teor de umidade de 0,52% e 3,25%, respectivamente.
Resultados similares (3,93 e 1,58%) foram descritos por Abdul-Hamid et al. (2002) em hidrolisado
de tilapia preta em p6. O CPPs e HPPs apresentaram elevado teor de proteina (70,22 ¢ 47,8 g/ 100g)
e baixo teor de cinzas (3,60 e 2,82 g/ 100g). Silva, J. (2014) reportaram nivel intermediario de
proteina bruta (58,48 g/ 100g) e similares de cinzas (2,67 g/ 100g) em HPP de tilapia. No entanto,
outros autores revelaram teor de proteina inferior (37,7 g/ 100g) e elevado teor de cinzas (8,56
g/100g) (Abdul-Hamid et al., 2002). Valores similares de cinzas foram descritos por outros autores
em concentrados proteicos de tilapia (Foh et a al. (2012). Conforme Cho et al. (1985), a boa
qualidade da dieta para os organismos aquaticos deve conter teor de cinzas inferior a 13%. Os
baixos percentuais de matéria mineral exibidos no HPPs e CPPs no presente trabalho sugerem que
estes sejam excelentes ingredientes substitutos a farinha de peixe na alimentacdo de organismos
aquaticos.

No que diz respeito ao teor de carboidratos, os valores de 23,28 g/100g (HPPs) e 22,98
g/100g (CPPs) podem ser explicados pela presenca do material de parede utilizado na formulagao
das emulsoes preparadas para microencapsulagdo. Abdul-Hamid et al. (2002) apresentaram niveis
de carboidratos (35,0 e 49,6 g/100g) superiores aos CPPs e HPPs. Estes dados diferem daqueles
publicados por outros autores (Silva et. al.. 2014; Morales-Medina et al., 2016) que nao
encontraram carboidratos na composi¢ao quimica de hidrolisados proteicos de peixe.

O teor lipidico foi apresentado com notavel diferenca entre o CPPs (3,20 g/ 100g) e HPPs
(26,06g/ 100g) devido a extragdo lipidica realizada na produgao do concentrado proteico de peixe.
Os beneficios a saude humana, associados ao consumo de acidos graxos 6mega-3, tendo o 6leo de
peixe como fonte, tém sido reportados por alguns autores (Gallardo et al., 2013; Kolanowski e
Laufenberg, 2006). O HPP ¢ fonte de lipideos ricos em acidos graxos polinsaturados interessantes
a suplementagao alimentar. Um alto teor de lipideos foi observado no HPPs, da mesma forma que
os observados na literatura (Silva et al., 2014). No entanto, o nivel de extrato etéreo do CPPs foi

similar aos obtidos em hidrolisado proteico de tildpia em pd (Abdul-Hamid et al. 2002).
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Tabela 4. Composigao centesimal (g/100g).

Extrato
Umidade Proteina Carboidratos
Produtos etéreo Cinzas
HPPs 0,52 47,84 26,06 2,82 23,28
CPPs 3,25 70,22 3,20 3,60 22,98

4. Conclusao

A recuperacdo de biomoleculas ativas dos residuos do processamento industrial da tilapia
pode servir na producgdo de produtos de alto valor proteico e lipidico. O FPHd apresentou teor de
proteina de 70%, enquanto que o FPCd demonstrou elevado percentual proteico e lipidico. As
gelatinas osseas (Gl e G3) apresentaram padrdo de aminoacidos relevantes e essenciais a
suplementagdo e formulagdes alimentares. O 6leo exibiu alto teor de PUFAs 6mega 3 e 6, assim
como acido oleico e linoleico. Estes produtos sdo rica fonte de aminoacidos e acidos graxos
poliinsaturados benéficos a saide humana e podem ser utilizados como potenciais ingredientes na

industria farmacéutica, alimentar e nutracéuticos.
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3.2 CARACTERIZACAO QUIMICA, MICROBIOLOGICA E FUNCIONAL DE
MICROPARTICULAS DE GELATINA INCORPORADA COM CONCENTRADO PROTEICO
DE PEIXE OBTIDAS DOS RESIDUOS DO PROCESSAMENTO DE TILAPIA
OREOCHROMIS NILOTICUS

Ferreira, A. C. M%; Silva, J. F. X *; Cahu, T.B?; Nascimento, R.M. 2, Silva, V. C.5, Silva, R. P. F.

2 Basilio Junior, I. D ¢; Bezerra, R.?; Carvalho Junior, L.B?2.

Resumo

A gelatina foi extraida a partir dos ossos da carcaca de tildpia Oreochromis niloticus ap6s pré-
tratamento enzimatico e acido acético. As gelatinas foram produzidas em duas concentragdes (G3
e G10). O teor de proteina encontrados nas gelatinas G10 e G3 foram 78,7% e 72,9%,
respectivamente. A analise de gelatina revelou elevado grau de glicina (c.a 17%), seguido de
prolina (c.a 9,4%). Dentre os aminodcidos essenciais foram encontrados: metionina (1,03 %),
valina (1,36 %), lisina (2,53%) e leucina (2,02%). As gelatinas G10 e G3 apresentaram
luminosidade L* (89.7 € 91,7), respectivamente. Os padroes de cor amarelo (b*) e verde (a*) foram
evidenciados nas gelatinas. A gelatina foi utilizada na microencapsula¢do do concentrado proteico
de peixe através de técnica de spray drying e obteve-se o produto seco (CPGT). O CPGT nao
sofreu oxidacdo lipidica e contaminag¢@o microbioldgica durante o armazenamento. A microscopia
eletronica de varredura revelou microparticulas esféricas com superficies lisas e poucos

encolhimentos. O tamanho das particulas dos CPGT variou entre entre 10 € 33 um.

Palavras chave: ossos, gelatina de peixe, microencapsulacio, hidrolisado proteico de peixe,

spray drying

1. Introducao

O filé ¢ o principal produto para comercializagdo no processamento industrial da tilapia, e
os residuos (restos de carne, cabega, pele, 0ssos, escamas e visceras) constituem de cerca de 70%
da matéria-prima descartada (Silva et. al., 2014; Boscolo et al., 2005). Dentre os produtos que
podem ser obtidos do reaproveitamento dos residuos de pescado destacam-se os hidrolisados

proteicos, produto resultante da conversdo de proteinas a peptideos e a gelatina derivada do
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colageno. O HPP ¢ composto por proteinas soluveis, lipideos e aminoacidos (Oetterer, 2006) e
possui propriedades fisico-quimicas como formagdo de espuma, capacidade de emulsificacdo,
capacidade de ligacao de dleo e solubilidade, importantes para formulacdes alimentares, produtos
nutricionais e farmacéuticos (He et al., 2013). O colageno ¢ o principal constituinte da pele de
animais, 0ssos e tecido conjuntivo e contém em sua estrutura trés cadeias alfa entrelacadas,
denominada tripla hélice de colageno que ¢ estabilizada pelas pontes de hidrogénio (Karim e Bhat,
2009). O tratamento térmico cliva as pontes de hidrogénio que estabiliza a estrutura da tripla hélice
e converte a conformacao helicoidal em espiralada resultando em gelatina (Djabourov et al., 1993).

A gelatina ¢ um biopolimero amplamente utilizado nas industrias farmacéutica, alimentar
e de suplemento nutricional para aumentar os niveis de proteina. A gelatina de peixe possui diversas
aplicagcdes e caracteristicas como formagdo e estabilizacdo de espumas, formagdo de gel,
capacidade de ligagdo de agua e gordura, formagdo e estabilizacdo de emulsdes, filmes,
espessantes, gelificantes, hidrogéis, materiais de embalagem biodegradaveis, agentes
microencapsulantes e na industria farmacéutica na fabricagdo de capsulas duras e moles (Shakila
etal. 2012; Gomez-Guillén et al. 2011; Karim e Bhat, 2009). Esta proteina ¢ derivada do colageno,
obtida de partes ndo comestiveis como peles, ossos, nadadeiras, bexiga natatoria e barbatanas ¢
uma alternativa de aproveitamento de subprodutos do processamento da industria pesqueira,
amplamente utilizada em diversos produtos comerciais (Sinthusamran et al. 2015; Shakila et al.
2012, Ahmad e Benjakul, 2011; Oetterer, 2006).

Embora as propriedades funcionais da gelatina de peixe tenham sido vastamente
pesquisadas, estudos sobre a extragdo a partir de ossos da tilapia ndo tém sido aprimorados, assim
como as propriedades funcionais da gelatina como agente encapsulante de concentrados proteicos
de peixe. Shakila et al. (2012) relatam que aplicag¢des de gelatinas ¢sseas de peixe como filmes
comestiveis, revestimentos, nanofilmes e micro ou nano-encapsulamentos precisam ser
investigadas. A gelatina de peixe como uma alternativa a gelatina mamifera foi sugerida por alguns

autores (Piacentini et al., 2013; Karim e Bhat, 2009).

A microencapsulagdo consiste no aprisionamento de contetdo em uma matriz envoltdria
com objetivo de formar uma barreira que evite perdas ou reagdes indesejaveis, além de promover
a liberagao controlada, proteger o contetido da degradacao proteolitica e oxidativa causada pelo
calor, luz, umidade e acidos graxos extendendo a vida de prateleira das microparticulas

(Gharsallaoui et al., 2007, Ghosh, 2006; Shahidi e Han, 1993). Neste processo de operacao unica,
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o produto liquido ¢ atomizado através secagem com vapor de ar quente para obter-se
instantaneamente o pd (Gharsallaoui et al. 2007). A gelatina ¢ uma das proteinas mais utilizada
como agente encapsulante (matriz envoltoria) e confere solubilidade e resisténcia a umidade das
microparticulas (Martins et al, 2014). Com isto, o presente estudo foi realizado para caracterizar a
gelatina extraida dos ossos da carcaca de tilapia Oreochromis niloticus e promover a
microencapsulacdo do concentrado proteico de peixe, utilizando a gelatina como material de

revestimento das microparticulas.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material

A matéria-prima (carcaca) de tilapia (Oreochromis niloticus) foi doada pela industria
pesqueira local, Noronha Pescados, localizada na Rua Historiador Luis do Nascimento, 550,
Curado - Recife-PE. O material foi acondicionado em gelo e transportado ao Laboratorio de
Enzimologia (LABENZ) da UFPE. As carcagas foram lavadas com agua destilada, acondicionadas
em sacos de polietileno e armazenadas em freezer a -22 °C até a sua posterior utilizacdo na

producao de gelatina.
2.2. Hidrolisado Proteico de Peixe (HPP)

No processo de extrag@o de gelatina foi utilizado um pré-tratamento para separagao da carne
aderida aos o0ssos. A carcaga (restos de carne, pele e ossos) da tilapia foi submetida a hidrélise, a
partir do método descrito por Silva et al. (2014). A carcaga e a alcalase a 0,5% (m/v), foram
adicionadas a um liquidificador industrial e submetidas a trituracdo por 5 minutos. A mistura foi
submetida a digestdo em banho maria a 45 °C durante 180 minutos a 250 rpm. Ap6s 180 minutos
de hidrdlise, a temperatura foi elevada para 100 ° C durante 10 minutos para interromper a reagao
enzimética. As fracdes de sélidos e liquidos foram separadas por filtragdo (malha: 1 mm?) e o
filtrado foi definido como HPP. Os ossos remanescentes do processo de hidrolise obtidos apos

filtragdo foram utilizados para a extragdo da gelatina.

2.3. Concentrado Proteico de Peixe (CPP)
O HPP foi submetido a um processo de extracao lipidica, através de separacdo mecanica e

o sobrenadante denominado Concentrado Proteico de Peixe (CPP) (Ferreira et al., 2017). O CPP
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foi acondicionado em vidros estéreis autoclavados e armazenados em freezer sob temperatura de -
26 °C para posterior secagem.
2.4. Obtencao da gelatina

Os ossos remanescentes (100g) do processo de hidrolise da carcaca para obtengdo do
hidrolisado proteico de tilapia foram utilizados para obteng@o da gelatina (Ferreira et al. 2017). As

gelatinas foram preparadas nas propor¢des de 1:10 (p/v) (G10) e 1:3 (p/v) (G3).

2.5. Rendimento

O rendimento da gelatina foi calculado através da formula descrita por Binsi,
Shamasundara, Dileepa, Badiib e Howell (2009) adaptado com base no peso imido dos ossos da

seguinte forma:

Rendimento (g/100g) = Peso da gelatina liofilizada (g) x 100

Peso timido do osso tmido (g)

2.6. Caracterizacio da gelatina
2.6.1 Composicao centesimal e composicio de aminoacidos

A composicao bioquimica das gelatinas extraidas dos ossos foi realizada no Laboratorio de
Andlise Experimental e Alimentar do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de
Pernambuco e no CBO analises. O teor de umidade (AOAC, 1996, método 926.12) foi realizado
através da pesagem de 5 g de amostra preparadas e secas a peso constante em forno a vacuo sob
temperatura uniforme 20 - 25 °C acima do ponto de ebulicao de H2O sob pressao de trabalho e
arrefecido em dessecador eficiente por 30 min. O peso constante ¢ atingido apds 1 hora de secagem
sucessiva. A proteina bruta (AOAC, 1995a, método 991.20) foi medida pelo método de Kjeldhal e
6,25 como fator de conversao da N-proteina. O teor de extrato etéreo (U.K. FEEDING STUFFS,
1982, pp. 9-11), foi obtido a partir da extracao da amostra com éter de petrdleo e secos durante 3 -
4 horas. O conteudo foi moido finamente, e o material foi novamente extraido durante mais uma
hora. Apos evaporagdo do solvente, o 6leo foi seco a 100 °C e pesado. As cinzas (AOAC, 1995b,
método 920,39) foram determinadas através de secagem do material num forno de mufla ajustado

a 550 ° C durante 24 h. Para determina¢ao dos aminoacidos essenciais, aminoacidos nao essenciais
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(White et al., 1986, pp. 170-177, Hagen et al., 1989, pp. 912-916), as amostras foram hidrolisadas
em solugdo de HCI 6 M / fenol durante 24 h para obter aminoacidos livres, apds derivatizagcdo com
phenyl isothiocyanate (PITC), separados por HPLC de fase reversa e detectados por UV a 254 nm.

Os resultados foram convertidos para base de matéria seca.
2.6.2 Coloracgao

A determinacdo da cor das amostras de gelatina foi realizada através do uso de um
colorimetro (Konica Minolta, Model Chroma Meter CR — 400) de acordo com sistema de perfil de
cor CIE, (L * luminosidade), mede a variagdo de luminosidade entre o preto (0) e branco (100),
a*(vermelho/verde), define a cor vermelha para valores positivos e verde para valores negativos e
b* (cor amarela/azul), define a cor amarela para valores positivos e azul para valores negativos.
Para cada tratamento, as determinagdes foram efetuadas em cinco repeticdes e os resultados
expressos como média. Os graficos foram plotados no python 3.6.0, uma linguagem de
programacdo de alto nivel interpretada de tipagem dinamica. Foram utilizadas as bibliotecas

numphy, scipy e matplotlib. Este programa e as bibliotecas estao disponiveis gratuitamente.

2.6.3 pH
As gelatinas G3 e G10 (1,0 g) foram dissolvidas em 100mL de 4gua destilada e o pH foi
mensurado através da leitura direta em potencidometro (Analon PM 608) previamente calibrado

(Cheow, Norizah, Kyaw, e Howell, 2007).
2.6.4 Eletroforese e dosagem de proteina

Foi realizada eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE), através de método

descrito por Laemmli (1970) e a concentragdo proteica segundo Smith et al. (1985).
2.7 Microencapsulaciao do Concentrado Proteico de Peixe

2.7.1 Preparacio das emulsdes e secagem por spray drying

A microencapsulacdo do CPP foi realizada na Universidade Federal de Alagoas, através de
spray dryer (Buchi Mini spray dryer B-290) para obten¢do das microparticulas. Para a
microencapsulacdo do CPP foram preparadas emulsdes com diferentes formulagdes contendo
maltodextrina comercial, goma arabica e gelatina de tildpia. As emulsdes foram homogeneizadas

em agitador magnético (Biomega/H4000-S) a 12.000 rpm durante 15 min. A secagem foi realizada
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sob 220-200/110-100 °C de temperatura de entrada/saida. Apds secagem, o concentrado proteico
com gelatina de tilapia (CPGT) foi coletado e pesado para determinar o seu rendimento.
Posteriormente o material foi armazenado em vidros estéreis em temperatura ambiente e auséncia

de luz para posteriores analises.
2.7.2 Caracterizacio das microparticulas de CPGT
2.7.2.1. Tamanho e morfologia

As amostras (CPGT) foram preparadas e o material foi fixado em stub de aluminio com fita de
carbono dupla face e em seguida, metalizadas com ouro. Para a metalizacao foi utilizado um Q150T
Turbo-Pumped Sputter Coater/Carbon Coate, onde as amostras ficaram expostas por 60 segundos
a uma corrente de 20 mA. O tamanho e a morfologia das particulas foram realizados através de

microscopia eletronica de varredura (MEV) Evo LS15 (Zeiss).
2.7.2.2 Composicao centesimal e composicao de aminoacidos

A composicao bioquimica do CPGT foi realizada no Laboratorio de Analise Experimental
e Alimentar do Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco e no CBO
analises. O teor de umidade (AOAC, 1996, método 926.12) foi realizado através da pesagem de 5
g de amostra preparadas e secas a peso constante em forno a vacuo sob temperatura uniforme 20 -
25 °C acima do ponto de ebulicdo de H20 sob pressdo de trabalho e arrefecido em dessecador
eficiente por 30 min. O peso constante ¢ atingido apds 1 hora de secagem sucessiva. A proteina
bruta (AOAC, 1995a, método 991.20) foi medida pelo método de Kjeldhal e 6,25 como fator de
conversao da N-proteina. O teor de extrato etéreo (U.K. FEEDING STUFFS, 1982, pp. 9-11), foi
obtido a partir da extragdo da amostra com éter de petroleo e secos durante 3 - 4 horas. O conteudo
foi moido finamente, e o material foi novamente extraido durante mais uma hora. Apds evaporacao
do solvente, o 6leo foi seco a 100 °C e pesado. As cinzas (AOAC, 1995b, método 920,39) foram
determinadas através de secagem do material num forno de mufla ajustado a 550 °C durante 24 h.
Para determinacao dos aminoacidos essenciais, aminoacidos nao essenciais (White et al., 1986, pp.
170-177, Hagen et al., 1989, pp. 912-916), as amostras foram hidrolisadas em solu¢do de HC1 6 M
/ fenol durante 24 h para obter aminoacidos livres, apos derivatizacdo com phenyl isothiocyanate
(PITC), separados por HPLC de fase reversa e detectados por UV a 254 nm. Os resultados foram

convertidos para base de matéria seca.
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2.7.2.3. Mesofilos

A analise de micro-organismos mesofilos foi realizada de acordo com a metodologia padrao
Portugués NP 4405 (2002) adaptado. O concentrado proteico com gelatina de peixe foi analisado
apos 30 dias de armazenamento em temperatura ambiente. O ensaio foi realizado por diluigdo em
série de amostras 1/10 (0,1% agua de peptona a 0,9% p / v de solucdo de NaCl) e homogeneizadas
sob condigdes estéreis. Aliquotas de 1 mL de cada amostra diluida foram coletadas e inoculadas
em placas de Petri, com adi¢do de 15 ml de plate count agar (PCA) em triplicata. As amostras
foram homogeneizadas imediatamente através de rotagdes das placas de Petri, a fim de obter uma
dispersdo uniforme das colonias. Apds a solidificagao do meio, as placas de Petri foram incubadas

a 37 °C por 48 horas em estufa para avaliacdo de mesofilos.

2.7.2.4 Medicao de substiancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foram determinadas como descrito
por Buege e Aust (1978). Foram misturadas 100ul das amostras diluidas em 500ul de uma solugao
de TBA contendo acido tiobarbiturico a 0,375%, acido tricloroacético a 15% e 0,25 N de HCI. As
misturas foram aquecidas em banho maria durante 10 minutos para desenvolver uma cor rosa e na
sequencia centrifugadas a 3600G a 25°C durante 20 min. A absorbancia do sobrenadante foi
medida a 532nm. Uma curva padrdo foi preparada com 1,1,1,3,3-tetramethoxypropane (TEP) e

TBARS foram expressos em mg de malonadialdeido / kg de amostra.

2.8 Graficos e estatistica

Os dados foram analisados e calculados o desvio padrao. Para isto foi utilizado um
programa com linguagem de programagao de alto nivel interpretada de tipagem dinamica. Os
graficos foram plotados no python 3.6.0. Foram utilizadas as bibliotecas numphy, scipy e

matplotlib. Este programa e as bibliotecas estdo disponiveis gratuitamente.
3.Resultados e Discussao

3.1 Rendimento
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Os rendimentos de gelatina a partir de ossos de tilapia (G10 e G 3) foram 3,28g/100g e
1,34g/100g respectivamente, sendo inferiores aos rendimentos médios de gelatina de peixe
extraidos dos ossos da cioba (Lutjanus campechanus) (9,14/100g) e da garoupa (Epinephelus
chlorostigma) (13,66 g/ 100 g) descritos por Shakila et al. (2012).

Rendimentos similares a G10 foram relatados por Koli et al. (2012) na gelatina de ossos da
espécie Nemipterus japonicus que renderam 3,55g/100g. Muyonga et al. (2004) obtiveram
rendimentos de gelatinas 6sseas em perca-do-nilo (Lates niloticus) em animais jovens e adultos de
1,3 e 2,4 g/100g, respectivamente.

Outros autores relataram diferentes rendimentos de gelatina de variadas espécies, assim
como o material utilizado, sendo alguns rendimentos obtidos a partir da pele dos peixes. Jamilah
& Harvinder, (2002) reportaram um rendimento de 7,81/100g e 5,39/100g para gelatina de pele de
tilapia (Oreochromis nilotica) e tilapia preta (Oreochromis mossambicus), respectivamente.
Jamilah et al. (2011) reportaram rendimentos de 12, 92 g/100g em tilapia vermelha Oreochromis
nilotica. Esses rendimentos superiores podem ser justificados devido a disponibilidade de colageno
contida nos diferentes materiais (0sso, pele) e possivelmente aos diferentes processos de extragao
aplicados nos estudos. Khiari et al. (2013) relataram variagdo nos rendimentos de gelatinas
extraidas por métodos diferentes. Da mesma forma Muyonga et al. (2004) reportaram diferentes
rendimentos na extragdo por variadas temperaturas.

Diferentes concentragdes resultaram em diferencas no rendimento da gelatina, 2 medida
que a concentragdo de solutos (acido e base) aumentou, o rendimento da proteina. A menor
concentracao (G3) apresentou rendimento menor com relagdo ao tratamento de maior (G10). O uso
de concentragdes excessivas de acidos pode resultar em perda de proteina, devido a hidrolise de
colageno e as perdas durante as etapas de lavagens (Jamilah & Harvinder, 2002). No entanto, Niu
et al. (2013), relataram os rendimentos da proteina extraida, alcangam um pico maximo € em
seguida decréscimo mediante ajuste e aumento nas concentragdes dos acidos utilizados, mas que o

tipo de acido ndo interfere no rendimento da extragao.
3.2 Analises fisico-quimicas
3.2.1 Composicio centesimal

A composi¢ao centesimal das gelatinas foi realizada e os resultados sdo expressos em

matéria seca na tabela 1. O teor de umidade das gelatinas G3 e G10 foi de 13,84 ¢ 13,89%,
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corroboraram com os relatados por Muyonga et al. (2004) em gelatinas dsseas em perca-do-nilo
(Lates niloticus) (10,3%) e Koli et al. (2012) na gelatina de ossos de corvina Otolithes ruber
(10,33%) que apresentaram valores similares. Shakila et al. (2012) verificaram umidade em
gelatinas 0sseas de garoupa (Epinephelus chlorostigma) (4.10%) e cioba (Lutjanus campechanus)
(6.24%), enquanto que Jamilah et al. (2011) relatou em gelatina de pele de tilapia vermelha

Oreochromis nilotica (8.51%).

Os teores de proteina das gelatinas G10 e G3 foram 78,7% e 72,9%, respectivamente. Khiari
et al. (2013) revelaram (56,41% e 54,46%) em gelatina de osso de cavala S. scombrus e verdinho
M. poutassou, respectivamente. Bougatef et al. (2012) descreveram valores de 92,60% em gelatina
de pele de tubardo M. mustelus. Shakila et al. (2012) reportaram contetudos proteicos de 82,36% e
78,56% para gelatinas de ossos de garoupa (Epinephelus chlorostigma) e cioba (Lutjanus
campechanus), respectivamente. Estes resultados corroboram com os encontrados neste estudo
para gelatina de ossos de tilapia.

Os teores de lipidios foram (6,80%) para G10 e (11,44%) para G3. Shakila et al. (2012)
descreveram (5,16%) em cioba e (3,92%) em garoupa. Contudo, foram relatados teor de 2,23% em
verdinho M. poutassou e 15,66% em cavala S. scombrus (Khiari et al., 2013).

As gelatinas G3 e G10 apresentaram teor de cinzas de 12,4% e 13,3%, respectivamente.
Isto pode ser explicado principalmente devido ao maior teor de minerais na matéria-prima (0ssos).
Foram reportados resultados similares por Shakila et al. (2012) nas gelatinas de cioba (Lutjanus
campechanus) e garoupa (Epinephelus chlorostigma) (10,32 e 6,58%), respectivamente. Jamilah
et al. (2011) obtiveram 0,18% de matéria mineral em gelatina de pele de tilapia vermelha

Oreochromis nildtica.

Tabela 1. Composi¢ao centesimal das gelatinas (g/100 g)

Composicao (g/100g) G10 G3
Umidade 13,89 13,84
Proteina 78,7 72,9

Extrato Etéreo 6,80 11,44

Cinzas 12,4 13,3
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3.2.2 Aminograma

O percentual de acido aspartico encontrados por Jamilah e Harvinder, (2002), em seus
estudos com gelatina de pele de tilapia vermelha (Oreochromis nilotica) e tilapia preta
(Oreochromis mossambicus) foi inferior (3,8% e 3,9%) aos da gelatina de ossos de tilapia
Oreochromis niloticus (4,14%) desse trabalho, no entanto os valores de acido glutdmico foram
similares 7,1 e 7,6 % em tilapia vermelha e tilapia preta, respectivamente. O teor de glicina foi de
17,24% (tabela 2). O aminoacido mais abundante em gelatinas ¢ a glicina (Khiari et al., 2013).
Esses autores (Khiari ef al., 2013) apresentaram diferenga significativa nos teores de glicina, entre
gelatinas de ossos de cavala S. scombrus extraidas por pré-tratamento enzimatico (Alcalase)
(11,4%) (Flavozyme) (11,6%) com redugdo de 50% em relagdo as pré-tratadas quimicamente
(NaOH) (21,3%). Este estudo utilizou de alcalase na producdo do hidrolisado proteico de peixe
para obtencao dos ossos, isto pode ser uma das justificativas pelo teor de glicina abaixo dos
relatados por Jamilah e Harvinder, (2002) que obtiveram 30,8 e 33,8% para Oreochromis nilotica
e Oreochromis mossambicus, respectivamente. Para os aminodcidos essenciais foram relatados
niveis similares (tabela 2) de metionina (1,4 ¢ 1,7%), valina (1,7 € 2,2%) e lisina (2,1 ¢ 2,8%) em
Oreochromis nilotica e Oreochromis mossambicus (Jamilah e Harvinder, 2002), respectivamente.
Khiari ef al. (2013) obtiveram niveis de metionina (2.1 e 2.4%) e valina (2,3 e 2,3%) em gelatinas

osseas de cavala S. scombrus e verdinho M. poutassou, respectivamente.
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Tabela 2. Composi¢ao dos aminoacidos da gelatina 6ssea de tilapia (g/100g de peso seco)

Aminodcidos (%) Gelatina
Ndo essencial

Acido Aspartico 4,14
Acido Glutamico 7,05
Serina 2,71
Glicina 17,24
Arginina 6,23
Alanina 6,86
Prolina 9,40
Tirosina 0,43
Essencial

Valina 1,36
Histina 0,62
Metionina 1,03
Cistina 0,35
Isoleucina 0,81
Treonina 1,88
Leucina 2,02
Fenilalanina 1,46
Lisina 2,53

3.2.3 pH

O pH das gelatinas G3 e G10 foram 6,7 e 5,9 respectivamente. Shakila et al. (2012) que
apresentaram 4,65 e 4,31 em gelatinas 0sseas de anchova (L. campechanus) e garoupa pintada (E.
chlorostigma), respectivamente. Foi observada ligeira variagdo nos valores de pH entre os
tratamentos aplicados. Da mesma forma foram reportados valores baixos nos niveis de pH em
carpas L. rohita e C. carpio (4.08 ¢ 4.05) (Ninan e Abubacker, 2011) e em gelatina de pele de
bacalhau (2.7 e 3.9) (Gudmundsson & Hafsteinsson, 1997). Por outro lado, Binsi et al. (2009) e
Badii e Howell (2006) apresentaram valores (6.44) em bigeye snapper e (6.0) na espécie carapau
T. trachurus respectivamente em gelatinas de pele que corroboram com os resultados encontrados
neste trabalho. Contudo, Jamilah & Harvinder (2002) reportaram valores de pHs inferiores em

gelatina de pele de tilapia preta Oreochromis mossambicus de 3,91 e de tilapia vermelha
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Oreochromis nilotica de 3,05, assim como apresentados por Grossman ¢ Bergman (1992) em
gelatina da pele de tilapia (3,77) e Jamilah et al. (2011) em gelatina de pele de tilapia vermelha
Oreochromis nilotica com 4.2. A diferenca no pH pode ser explicada devido aos métodos

utilizados, assim como a concentragao molar e resisténcia dos acidos utilizados na extragao.

3.2.4 Coloracao

Alguns fatores tais como a luz, o oxigénio, a temperatura e a agua podem afetar a
estabilidade da cor. Os padrdes de coloragdo das gelatinas foram realizados em triplicata. As
gelatinas G10 e G3 apresentaram luminosidade L* (89.7 e 91,7), respectivamente (tabela 3). Koli
et al. (2012) encontraram valores de (L* 65.44) na gelatina de ossos de Corvina Otolithes ruber e
padrao nas cores vermelha e amarela (a* 1.65, b* 22.50), respectivamente. No entanto, os valores
de L* (89.75 e 91.7) para gelatina de pele de tilapia (Oreochromis nilotica) e tilapia preta
(Oreochromis mossambicus) encontrados por Jamilah e Harvinder (2002), corroboram com o0s
resultados apresentados neste trabalho. A variacdo de cor vermelha e amarela das gelatinas de ossos
de tilapia nildtica (tabela 3) foram similares as apresentadas por Jamilah e Harvinder (2002), nas
tilapias nildtica (a* -0.47, b* 2.30) e preta (a* -0.56, b* 3.09). Bougatef et al. (2012) apresentaram
luminosidade (L* 71.13) em gelatina de pele de tubardo M. mustelus, vermelhidao (a* -0.28) e
amarelecimento (b* 7.45). Mais intensidade de amarelo (b *) nas gelatinas poder ser em parte
devido a maior retengdo de lipidios contidos nas peles dos peixes. Os resultados expressos nos
graficos indicam que as gelatinas obtidas apresentam coloragdo branca como representado no

circulo na extremidade superior da esfera (Fig.1).

Tabela 3. Coloracao da gelatina de ossos de tilapia

Valores de cor G 10 G3

L* 89.755 +1.58 91,7 £0.139
a* -0,20 £0.048 -0,47 £0.054
b* 3.44 £0.419 2.95+0.206

L*: luminosidade; a*: vermelhidao; b*: amarelecimento.
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Figura 1: Graficos de coloragdo das gelatinas. G3 a esquerda; G10 a direita

L=91.80,a=-0.47,b=2.95 L=89.75,a=-021,b=3.44

3.3 Dosagem de proteina e Eletroforese

No ensaio bicinconinico (BCA) para dosagem de proteina pelo método de Smith et al.
(1985) foi encontrado para a G 10, 2,12 mg/25ul. de proteina. Para a G 3 encontrou-se 1,72
mg/25uL de proteina. Apds a dosagem, a gelatina foi liofilizada na concentra¢do de Smg/mL para
realizacdo da eletroforese.

O perfil eletroforético (SDS-PAGE) da gelatina produzida estd ilustrado na Fig. 2, onde ¢
possivel observar a presenga de trés bandas (uma cadeia B e duas cadeias o). Estas caracteristicas
correspondem sdo com a gelatina do tipo I (Khiari et al., 2013). Os padrdes proteicos (bandas )
das gelatinas (G3 e G10) demonstraram valores acima de que 200 kDa. Esses resultados
corroboram com Shakila et al. (2012) que apresentaram em suas cadeias [} nas gelatinas Osseas de
cioba e garoupa pesos moleculares maiores que 200 kDa. No pré-tratamento e na extracao da
gelatina propriamente dita, quando sdo aplicadas etapas muito longas, reagentes muito fortes e/ou
ainda temperaturas inadequadas, pode ocorrer a degradacdo estrutura da proteina, resultando na
auséncia da cadeia B (Giménez et al.,2005). Khiari et al. (2013) observou esse fenomeno em
gelatinas extraida de ossos de cavalinha do Atlantico( Scomber scombrus) e verdinho
(Micromesistius poutassou) tratadas com as enzimas Flavourzyime de Aspergillus oryzae e
Alcalase, produzida por Bacillus licheniformis em reagdo de extracdo por um periodo de 18 h a

45°C. A degradacao de gelatina causa a formagao de diversas fracdes de pesos moleculares
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menores, gerando, consequentemente, proteina de baixa viscosidade, baixo ponto de fusdo, bem
como diminuic¢do forca de gel (Shakila et al.,2012).

Segundo Bougatef et al. (2012), a estrutura e composi¢do das subunidades da gelatina,
assim como a distribui¢do de pesos moleculares na estrutura esta intimamente relacionado com a
composic¢ao dos aminodcidos que estardo presentes e a propriedades funcionais na biomolécula em
questao.

Os padroes proteicos das cadeias alfa (o) apresentaram peso molecular entre 100 e 150 kda,
de acordo com os resultados encontrados por Muyonga et al. (2004). Outros autores (Muyonga et
al., 2004; Khiari et al., 2013) relatam gelatinas com baixas fragdes proteicas que somado a perdas
de uma banda proteica ocorrem devido a temperatura utilizada na extragdo. As gelatinas (G10 e
G3) de ossos de tilapia ndo possuiam cadeias proteicas de baixo peso molecular, uma vez que a

temperatura (50 °C) utilizada para a extragao foi condizente a nao desnaturagao proteica.
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Figura. 2: Padrdes de proteina de gelatina de osso de tildpia; Marcador M-Molecular.

G3 G10
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3.4 Caracterizacao das microparticulas
3.4.1 Tamanho e morfologia das microparticulas

O tamanho e a morfologia das microparticulas do CPGT foram realizados através de MEV.
Na microscopoia eletroonica de varredura (MEV) foi visualizado na maioria das vezes
aglomerados de microparticulas (Fig. 3). Gallardo et al. (2013) relataram que os aglomerados das
microparticulas coincidem com o rendimento e eficiéncia de encapsulagao. A forma e o tamanho
das microparticulas variam de acordo com a escolha do método de microencapsulagao. Segundo
Ghosh (2006), a técnica de spray drying fornece tamanho de microcapuslas que compreendem de
5-5000 pum. No entanto, Gharsallaoui et al (2007) descrevem particulas na ordem de didmetro 1-
100 um durante o processo inicial de secagem.

Os tamanhos das particulas variaram entre 10 e 33 pm. Gallardo et al. (2013) observaram
valores simililares aos descritos neste trabalho. As particulas produzidas neste estudo apresentaram
dimensodes inferiores as reportadas por Finney et al (2002) que apresntaram tamanhos entre 35 ¢

77 um. As microparticulas apresentaram suas superficies lisas e regulares. Caliskan e Dirim (2013),
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demostraram que os extratos de sumac secos por spray-dried sdo particulas de forma irregularmente
esférica, com encolhimentos e mossas em sua superficie. Segundo Gallardo et al. (2013),
microparticulas enrugadas e com superficies cOncavas € caracteristico de microparticulas
produzidas por secagem através de spray drying. Por outro lado, Finney et al. (2002) apresentaram
superficies mais lisas e menor encolhimento nas particulas obtidas com uso de temperatura de
entrada mais elevada quando comparadas as de temperatura inferior.

A encapsulacao tem como objetivo principal aprisionar um material desejado (nucleo)
numa matriz envoltdria, sendo a gelatina um dos principais agentes encapsulantes utilizados neste
estudo. Martins et al (2014) relata que a gelatina esta dentre as proteinas mais utilizadas como
material de revestimento juntamente com a caseina e proteinas de soja. Outros autores (Martins et
al. 2014; Shahidi e Han, 1993) relataram que a microencapsulagdo serve para formar barreiras e
evitar perdas, além de proteger o conteudo da degradagdo proteolitica e atribuir propriedades
singulares sob o aspecto de libertagdo controlada, solubilidade e resisténcia a umidade as
microparticulas. Segundo Ghosh (2006), para a liberagdo de conteudo (nucleo), deve ocorrer o
rompimento do invélucro (material de revestimento) através de pressdo externa, dissolugdo em

solvente ou degradagao pela luz.
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3.4.2 Composicao centesimal e aminoacidos do CPGT

A composicdo centesimal e os aminodcidos do concentrado proteico de peixe
microencapsulado com gelatina 0ssea de tilapia estdo contidos na tabela 4. O CPGT apresentou um
nivel maior na quantidade de aminoéacidos que a gelatina 6ssea de tildpia (66,12%), além da
presenca de taurina, devido a composi¢cao quimica do material microencapsulado (concentrado
proteico de peixe) (Tabela 4). O CPGT apresentou elevado teor de proteina (73,3%). Outros
autores, (Silva et. al., 2014) descreveram teores de 58,4% em hidrolisados proteicos de tilapia
Oreochromis niloticus na forma liquida. Abdul-Hamid et al. (2002) relataram (49,60 — 37,7%) em
hidrolisados em p6 de tildpia preta. O teor de cinzas verificado foi de 4,55%, semelhante aos
descritos por Foh eta al. (2012) em isolados proteicos de tilapia, contudo superiores ao relatado por
Silva et. al. (2014) (2,67%), devido a origem do material (ossos) utilizados na producao da gelatina
que pertencia ao material de parede composto na formulagdo do microencapsulamento. O CPGT
apresentou baixo teor de cinzas (4,5%), que confere qualidade nutricional ao produto. De acordo
com Cho et al. (1985), a boa qualidade de uma dieta para os organismos aquaticos deve conter teor
de cinzas abaixo de 13%. O teor de carboidratos verificado (20,62%) ¢ justificado, devido a
presenca do material de parede (maltodextrina) utilizado na formulagao das emulsdes realizadas
para microencapsulacdo do concentrado proteico de peixe. Abdul-Hamid et al. (2002) relataram
teor de carboidratos de 35,0 € 49,6%.

Os aminoécidos sdo essenciais a diversas fun¢des metabolicas importantes ao organismo.
Hongsprabhas et al. (2011) relata que os aminodcidos cisteina e metionina podem aumentar a
imunidade, através da conversao intracelular para a glutationa (Hongsprabhas et al. 2011). Vérias
proteinas que possuem fungdes de transporte de oxigénio, vitaminas, CO2, enzimas e proteinas
estruturais sao sintetizadas por amonodacidos (Chalamaiah et al., 2012). A presenca de histidina e
tirosina em peptideos foi relatada como responsavel elevada atividade antioxidante (Bougatef et
al., 2010). CPGT apresentou percentuais de histidina (1,56%) e tirosina (1,90%). Outros
aminoacidos essenciais como a metionina (1,98%), leucina (5,34%), lisina (5,92%) e valina
(2,96%) estdo presentes em elevadas proporcdes (tabela 4). Abdul-Hamid et al., (2002) relataram
valores menos expressivos para leucina, metionina, lisina e valina (0.05%, 0,03%, 0,02%, 0,02%),
respectivamente em hidrolisado em po6 de tilapia preta Oreochromis mossambicus, além da

auséncia de histidina.
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O CPGT ainda apresentou altos niveis de acidos asparticos e glutamicos, contudo o nivel
de glicina (8,16%) apresentado neste estudo mostrou-se mais elevado que o acido aspartico (tabela
4). Abdul-Hamid et al. (2002) descreveram 0,01% de glicina em hidrolisado de tildpia em p6. Os
radicais livres sdo consumidos através de reagdes de ligacdo com as proteinas e promovem agao
antioxidante, além de retardar a oxidacdo de lipideos (Morales-Medina et al., 2016). Devido a
capacidade de doacdo de prétons do grupo imidazol da histidina, a susceptibilidade a oxidacao da
metionina em metionina sulfoxido e doagao de hidrogénio sulfurico pela cisteina sdo importantes
na eliminagdo de radicais (Chalamaiah, 2012). Os radicais eletrofilos podem quebrar a estrutura

polipeptidica e os aldeidos reagir com a histidina, lisina e cisteina (Elias et al., 2008).

Tabela 4: Composicao centesimal e de aminoéacidos do concentrado proteico com gelatina de tilapia.

Aminodacidos e composi¢do quimica (%) CPGT
Ndo essencial

Acido Aspartico 6,61
Acido Glutamico 10,58
Serina 3,12
Glicina 8,16
Arginina 5,20
Alanina 5,27
Taurina 0,72
Prolina 4,81
Tirosina 1,90
Essencial

Valina 2,96
Histina 1,56
Metionina 1,98
Cistina 0,25
Isoleucina 2,7
Treonina 3,08
Leucina 5,34
Fenilalanina 2,50
Lisina 5,92
Soma dos Aminoacidos 72,66
Umidade 10,52
Proteina 73,43
Extrato etéreo 1,40
Material mineral 4,55

Carboidratos 20,62
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3.4.3 Analises Microbiologicas

A longevidade do produto e conformidade com os padrdes de higiene e seguranca alimentar
estao diretamente dependentes ligados a fatores, como a auséncia de microrganismos patogénicos.
O concentrado proteico com gelatina de tilapia (CPGT) permaneceu livre de contaminacao por
microrganismos mesofilos por 60 dias de armazenamento sob temperatura ambiente,
aproximadamente 30 °C. Karim e Bhat (2009) reportaram a importancia da producgdo de gelatinas
de baixo custo com qualidade elevada e auséncia ou quantidade minima de microrganismos
contaminantes, além da aplicacao de boas praticas de Praticas de Fabricacao (BPF) e a HACCP
(Analise de Perigos e Ponto Critico de Controle) na fabricagdo de alimentos.

A microencapsulacao fornece a desidratatagdo e confere maior estabilidade ao produto. A
contaminagao ocorre devido a falhas na manipulacao e processamento de peixe que podem ocorrer
a partir da coleta, transporte ou através de superficie de contato e utensilios, como caixas de
polietileno utilizadas no transporte do pescado. Além disto, alguns fatores estdo inerentes a
contaminagdo microbiologica, como a agua, pH, temperatura, luz e oxigénio. A técnica de spray
drying aplicada ao concentrado proteico de tilapia apresentou resultados excelentes sob o ponto de
vista microbioldgico. O microencapsulamento foi eficiente na eliminagao total de microrganismos
mesofilos e apresentou resultados melhores reportados por Bueno-Solano et al. (2009) que
contaram 1730 UFC / g de mesofilos totais em hidrolisados de proteicos de cabega de camardo em
po.

Eves et al. (1995) relataram um crescimento inicial na contagem de mesofilos nos primeiros
dias de armazenamento de tilapia congelada. Gatti-Junior et al. (2014) relataram contaminagao
fecal e detectaram niveis de coliformes totais e termotolerantes, além de presenca de
Staphylococcus coagulase positiva nos musculos e filés de tilapia e um percentual elevado de
coliformes totais na pele de Oreochromis niloticus. A maior parte da literatura disponivel sobre
peixes de agua doce (robalo, tilapia, truta arco-iris e perca de prata) relata contagens bacterianas
de 102-106 UFC / g (Gelman et al., 2001). Mbarki et al. (2009) encontraram mesofilos, coliformes

e Staphylococcus na amostra de filés de Scomber japonicas.

3.4.4 Medicao de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
O alimento pode sofrer deterioragdo durante a estocagem, devido a processos oxidativos

dos 4cidos graxos poliinsaturados que podem reduzir a vida Util do produto. Os lipidos
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desempenharam um papel importante na qualidade dos produtos alimentares, particularmente em
relagdo as propriedades organolépticas que os tornam desejaveis e proporcionam valor nutritivo
dos alimentos, uma fonte de energia metabdlica, 4cidos graxos essenciais. O CPGT mostrou-se
estavel e ndo apresentou aumento nos niveis de TBARS, com isto permaneceu livre de oxidagao
lipidica (Fig. 4). Os dleos e os acidos graxos poliinsaturados sdo instaveis e suscetiveis a rapida
auto-oxida¢do. A microencapsulacio confere estabilidade e inibe ou atrasa a oxida¢ao dos acidos
graxos (Gharsallaoui et al., 2007, Barrow et al. 2009).

Neste estudo, a oxidagdo lipidica do CPGT foi monitorada através da medi¢ao de TBARS,
produtos secundarios da oxidagao lipidica. Os valores de TBARS obtidos no presente estudo foram
estaveis e demonstraram baixo nivel de oxida¢do durante 56 dias de armazenamento. Um baixo
teor de lipideos ¢ desejavel de modo a diminuir a oxidagdo. Gharsallaoui et al. (2007), relataram
que substancias como maltodextrina, goma arabica e gelatina, sdo consideradas totalmente
adequadas para microencapsulagao, pelo fato de possuirem a propriedade de protecao da substancia
ativa contra oxidagdo e deterioracdo. Grattard et al. (2002), verificaram que a maltodextrina, como
agente encapsulante, mostrou-se eficiente para evitar oxidacao de 6leo de linhaga.

Alguns autores (Grattard et al. 2002, Morales-Medina et al. 2016, Barrow et al. 2009)
reportaram estabilidade das emulsdes no microencapsulamento de 6leos durante spray drying que
evitaram a oxida¢do. A oxidagdo lipidica constitui a principal causa de deterioragdo dos acidos
graxos que concomitante ao armazenamento sofrem alteragdes do tipo oxidativa, modificando as
qualidades organolépticas do alimento. Gallardo et al. (2013) obtiveram microparticulas por spray-
drying resistentes a oxidagdo lipidica, conferindo prote¢do ao 6leo contra o oxigénio e altas
temperaturas. A alta eficiéncia de encapsulamento com uso da gelatina (G10) como revestimento
foi evidenciada no que diz respeito a prote¢do do produto contra oxidacdo dos lipideos e promoveu

estabilidade do CPP por 56 dias.
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Figura 4: Tbars (mgMDA/kg) do CPGT durante 56 dias de estocagem
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4. Conclusao

O método utilizado na extrag@o da gelatina a partir dos ossos de tilapia foi eficiente quanto
aos niveis de rendimento apresentados. Da mesma forma, a composi¢do centesimal apresentou
elevados niveis de proteina G10 (78,7) e G3 (72,9%). As diferentes concentracdes (G3 e G10)
utilizadas nao diferiram expressivamente o perfil fisico-quimico das gelatinas (composi¢ao
centesimal, aminograma, pH, colaragao e perfil eletroforético). A microscopia eletronica de
varredura demonstrou a formagao de particulas de tamanho entre 10 — 33 pm. As microparticulas
(CPGT) formadas se apresentaram com a superficie lisa e com raras concavidades. O CPGT nao
oxidou e nem apresentou contaminagao microbiologica ao longo de 60 dias de armazenamento.
Foi demonstrado neste estudo, a estabilidade oxidativa e microbioldgica dos pds (GPGT). A
gelatina 6ssea dos residuos de tilapia foi eficiente como material de revestimento e promoveu o
microencapsulamento do concentrado proteico de peixe, sendo assim potencias biomoléculas

aplicaveis a industria alimenticia e farmacéutica.
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3.3 EFEITOS DA MICROENCAPSULACAO POR SPRAY DRYING NAS ESTABILIDADES
FISICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DO HIDROLISADO E CONCENTRADO
PROTEICO DE TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS)

Ferreira, A. C. M.%; Silva, J. F. X.?; Nascimento, R.M.2, Cahti, T.B.2, Silva, V. C.¢, Basilio Junior,
I. D.¢; Bezerra, R. S.%; Carvalho Junior, L.B?

Resumo

A secagem por spray drying ¢ um processo unico no qual transforma um produto liquido em seco
através de corrente de gds quente. O presente estudo tem como objetivo produzir Hidrolisado
Proteico de Peixe (HPP) e Concentrado Proteico de Peixe (CPP), obtidos a partir dos residuos da
tilapia (Oreochromis niloticus) através de spray dryer. Os produtos sob a forma seca (HPPs, CPPs)
foram armazenados em recipientes estéreis, escuros, com auséncia de luz e monitorados
periodicamente (0, 7,15, 22, 28, 35, 43, 52, 60 dias) através de anélises microbioldgicas, medi¢ao
de TBARS, pH, coloracdo, composicao centesimal e de aminoacidos. Apds 60 dias de
armazenamento, os HPPs e CPPs mantiveram-se livres de contaminacao microbioldgica com
auséncia de microrganismos mesofilos, Salmonella spp, Coliformes a 45 °C, Staphylococcus
coagulase-positiva, bolores e leveduras e Pseudomonas aeruginosa. HPPs e CPPs exibiram
elevado teor nutricional com respectivamente 47,32 g/100g e 67,08 g/100g de proteina; 30,81
g/100g ¢ 9,62 g/100g de lipidio; 25,26 g/100g e 19,94 g/100g de carboidrato e 2,88 g/100g e 4,13
g/100g de cinzas. Baixos niveis (0,32 ¢ 0,18 mgMDA/Kg) de TBARS foram encontrados em
ambos tratamentos. Os parametros de luminosidade variaram durante estocagem (87,974-87,748)
para CPPs e (72,586-82,302) para HPPs e apresentaram aumento nos padrdes de amarelecimento
e vermelhidao. Os tamanhos das particulas dos HPPs e CPPs variaram respectivamente, entre (19-
37 um) e (18-30 um). O MEV apresentou microparticulas irregulares com mossas, enrugadas e
com superficies concavas. Estes resultados mostraram a eficacia da técnica de spray drying no
microencapsulamento do CPP ¢ HPP com consequente preservagdo e estabilidade atribuindo
qualidade ao produto desenvolvido.

Palavras chave: residuos do pescado, secagem, proteina, vida 1til, microparticulas.
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1. Introducao

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), € o segundo peixe de dgua doce mais cultivado
no mundo, e o filé ¢ o principal produto comercializado, produzindo 30-40% de peso umido do
peixe inteiro (Clement e Lovell, 1994). A carcaca corresponde cerca de 60-70% do peso corporal
no processamento industrial da tilapia, e este residuo ¢ uma fonte potencial de moléculas bioativas
que podem ser empregadas em diversos processos biotecnologicos, tais como, na preparacao de
hidrolisado de proteico de peixe (HPP) (Silva et al, 2014). O hidrolisado proteico obtido a partir de
proteases produzem peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos livres, com aumento da
digestibilidade do produto (Shahidi e Kamil, 2001). No entanto, durante o processo de hidrélise
sdo formados peptideos bioativos de cadeia curta que podem contribuir com o sabor amargo do
hidrolisado proteico, além da alta higroscopicidade devido a liberagao de residuos de aminoacidos
hidrofobicos e higroscopicos, sendo desvantajosa sua utiliza¢ao direta na alimentagdo (Shahidi e
Venugopal, 1995; Yang et al., 2012).

Com isto, ¢ indispensavel a aplicagdo de uma tecnologia que reduza o sabor amargo no
hidrolisado proteico de peixe, causado pelos peptideos e residuos de aminoacidos, que preserve as
atividades biologicas e funcionais do produto final. A técnica de spray drying foi utilizada de modo
eficaz e benéfico na reducdo do amargor desagradavel e higroscopicidade originados no processo
de producdo de hidrolisados proteicos (J-J Ma et al., 2014; Favaro-Trindade, Santana, Monterrey-
Quintero, Trindade e Netto, 2010).

A microencapsulagdo através de spray drying € um processo comercial de baixo custo que
¢ utilizado principalmente para a encapsulacdo de fragrancias, o0leos e na secagem do leite
(Gharsallaoui et al., 2007; Ghosh, 2006). O objetivo principal da microencapsulagdo ¢ aprisionar
um material de niicleo numa matriz envoltdria que protege e confere propriedades unicas em termos
de liberagao controlada, solubilidade e resisténcia a umidade de microparticulas, além de evitar a
evaporacao de compostos volateis (Martins et al. 2014; Ghosh, 2006).

O HPP ¢ comumente utilizado na forma liquida e o spray drying ¢ um dos métodos
alternativos para conversao deste produto a p6 que possui como vantagem a estabilidade aumentada
(Abdul-Hamid et al., 2002). A remog¢ao de adgua e diminuicao da atividade de agua, através da
secagem por atomizagdo garantem estabilidade microbiologica, além de evitar a possibilidade de
degradagdes quimicas ou bioldgicas, reduzir os custos de armazenamento e transporte e, obter um

alimento com solubilidade instantanea e boa estabilidade do produto acabado (Gharsallaoui et al.,
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2007). A microencapsulagdo através de secagem por atomizagdo pode ser utilizada para proteger
o conteudo de agentes oxidativos, tais como, calor, luz, umidade, contato com outras substancias e
prolongar a vida de prateleira (Ghosh, 2006). O hidrolisado proteico de peixe em pd € uma
alternativa ao uso da forma liquida e confere estabilidade ao produto, através do
microencapsulamento por técnica de spray drying (Morales-Medina et al., 2016; Abdul-Hamid et
al., 2002). A deterioracdo dos hidrolisado proteico de peixe pode ocorrer devido a veiculadores
externos e fatores inerentes ao HPP, tais como: atividade de agua, microrganismos, oxigénio, luz,
degradacao proteica, oxidacao lipidica.

Para melhor ciéncia da pesquisa, devido a escassez e auséncia de estudos prévios
relacionados a microencapsulagdo de hidrolisados e concentrados proteicos de peixe, ¢ de extrema
importancia encontrar uma abordagem técnica pratica € econOmica como meio de evitar a
degradacao e o gosto amargo derivado dos peptideos. Com isto, o objetivo deste trabalho ¢
promover a secagem do hidrolisado proteico de peixe e do concentrado proteico de peixe, com uso
de spray dryer, prolongar sua vida util, e conferir estabilidade fisico-quimica e microbioldgica aos

produtos.

2. Material e Métodos:
2.1. Hidrolisado Proteico de Peixe (HPP)

Os residuos (carcaca) de tilapia (Oreochromis niloticus), sem visceras, foram obtidos de
um fornecedor local. O material foi acondicionado em gelo e transportado ao Laboratorio de
Enzimologia (LABENZ) da UFPE. A carcaga (restos de carne, pele e ossos) da tilapia foi
submetida a hidrolise, a partir do método descrito por Silva et al. (2014). A carcaga e a alcalase a
0,5% (m/v), foram adicionadas a um liquidificador industrial e submetidas a trituragdo por 5
minutos. A mistura foi submetida a digestdo em banho maria a 45 °C durante 180 minutos a 250
rpm. Apds 180 minutos de hidrolise, a temperatura foi elevada para 100 °© C durante 10 minutos
para interromper a reagdo enzimatica. As fragdes de sélidos e liquidos foram separadas por filtragao

(malha: 1 mm?) e o filtrado definido como hidrolisado proteico de peixe (HPP).
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2.2. Concentrado Proteico de Peixe (CPP)

O HPP foi submetido a um processo de extracgao lipidica, através de separagdo mecanica e
o sobrenadante denominado Concentrado Proteico de Peixe (CPP) (Ferreira et al., 2017). O CPP
foi acondicionado em vidros estéreis autoclavados e armazenados em freezer sob temperatura de -

26 °C para posterior secagem.
2.3. Spray drying

O CPP e HPP foram transportados para Universidade Federal de Alagoas, onde foram secos
por spray dryer (Buchi Mini spray dryer B-290), para obten¢ao do produto sob a forma pé (Ferreira
et al. 2017). Apos secagem, o Concentrado Proteico de Peixe seco (CPPs) e Hidrolisado Proteico
de Peixe seco (HPPs) foram armazenados em vidros estéreis sob temperatura ambiente e auséncia

de luz para analises subsequentes.
2.4. Analises microbiologicas
2.4.1. Mesofilos

A andlise de microrganismos mesofilos foi realizada de acordo com a metodologia padrao
Portugués NP 4405 (2002) adaptado. HPP, CPP, HPPs e CPPs foram monitorados nos dias 0, 7,15,
22, 28, 35, 43, 52, 60. O ensaio foi realizado por diluicao em série de amostras de 500 mg de
amostra com uma solugdo de 950uL (0,1% agua de peptona a 0,9% p / v de solugdo de NaCl) e
homogeneizadas sob condi¢des estéreis em cabine de seguranca biologica (Pachane PC 410).
Aliquotas de 1 mL de cada amostra diluida foram coletadas e inoculadas em placas de Petri em
triplicata. Em cada placa de Petri foi adicionada 15 ml de plate count agar (PCA, Standard Methods
Agar Acumedia). As amostras foram homogeneizadas imediatamente através de rotacdes das
placas de Petri, a fim de obter uma dispersao uniforme das colonias. Apo6s a solidificagdo do meio,
as placas de Petri foram incubadas a 37 °C por 48 horas em estufa (TE 394 /1 Tecnal) para avaliacao

de crescimento de mesofilos.
2.4.2. Microrganismos especificos

A pesquisa de Bolores e leveduras, coliformes a 45 °C, estafilococos coagulase-positiva,
Salmonella spp e Pseudomonas aeruginosa foi realizada segundo metodologia AOAC (1995)
997.02, 926.24, 975.55, 967.26 ¢ SMWW 9213, respectivamente, no Laboratério de
Experimentacao de Analise de Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricao da UFPE.
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2.5 Medic¢ao de substiancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram determinadas como descrito
por Buege e Aust (1978). Foram misturadas 100ul das amostras diluidas em 500ul de uma solugao
de TBA contendo acido tiobarbiturico a 0,375%, acido tricloroacético a 15% e 0,25 N de HCI. As
misturas foram aquecidas em banho maria durante 10 minutos para desenvolver uma cor rosa e na
sequencia centrifugadas a 3600G a 25 °C durante 20 min. A absorbancia do sobrenadante foi
medida a 532nm. Uma curva padrdo foi preparada com 1,1,1,3,3-tetramethoxypropane (TEP) e

TBARS foram expressos em mg de malonadialdeido / kg de amostra.

2.6 pH

O pH foi monitorado durante os dias 1, 12, 24, 36, 48, 60 e determinado conforme as normas
do Instituto Adolf Lutz (1985). Foram coletadas aliquotas de 1g de HPPs e CPPs, diluidas em 10
mL de agua destilada. Para o HPP e CPP foram utilizados 10mL de cada amostra. Em seguida, o
pH foi mensurado em diferentes intervalos de tempo, através da leitura direta em potencidometro

(Analon PM 608) previamente calibrado.

2.7. Cor

A cor do HPPs e CPPs foi analisada a cada 7 dias (0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63)
através de colorimetro (Konica Minolta, modelo Chroma Meter CR - 400). Para a calibragao do
instrumento, utilizou-se uma placa de coloragdo branca como fundo para as medigdes, € os valores
foram relatadas no sistema CIELab perfil de cor como L* (luminosidade), mede a variacdo de
luminosidade entre o preto (0) e branco (100), a*(vermelho), define a cor vermelha para valores
positivos e verde para valores negativos e b* (cor amarela), define a cor amarela para valores
positivos e azul para valores negativos. Para cada tratamento, as determinacdes foram efetuadas

em cinco repeticdes e os resultados expressos como média.

2.8 Composicao centesimal, composiciao de aminoacidos e acidos graxos
A composicao centesimal (umidade, carboidratos, proteina bruta, extrato etéreo, cinzas)
foram realizadas no Laboratorio de Analise de Alimentos e Experimental, do Departamento de

Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco (AOAC,1995,1996) nos dias 15 ¢ 60. A
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composicdo de aminodcidos e perfil de acidos graxos foram realizadas em CBO Analises
Laboratoriais (AOAC, 2005, método 996.06, White et al., 1986, pp. 170-177, Hagen et al., 1989,
pp. 912-916).

2.9 Caracterizacio das microparticulas de CPPs e HPPs

2.9.1. Tamanho e morfologia

CPPs e HPPs foram fixados em stub de aluminio com fita de carbono dupla face e em seguida,
metalizadas com ouro. Para a metalizagdo foi utilizado um QI150T Turbo-Pumped Sputter
Coater/Carbon Coate, onde as amostras ficaram expostas por 60 segundos a uma corrente de 20
mA. O tamanho e a morfologia das particulas foram realizados através de microscopia eletronica

de varredura (MEV) Evo LS15 (Zeiss).

2.10 Graficos e estatistica

Os dados foram analisados e calculados o desvio padrdo. Para isto foi utilizado um
programa com linguagem de programagao de alto nivel interpretada de tipagem dinamica. Os
graficos foram plotados no python 3.6.0. Foram utilizadas as bibliotecas numphy, scipy e

matplotlib. Este programa e as bibliotecas estdo disponiveis gratuitamente.

3. Resultados e discussdo
3.1.. Determinac¢ao microbiologica

Os resultados das analises microbioldgicas do HPPs e CPPs foram negativos para a
contagem de mesofilos, Colifomes a 45 °C, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella spp e
Pseudomonas aeruginosa e mantiveram-se livres de contaminacdo por microrganismos
patogénicos e deteriorantes apos 60 dias de estocagem (Tabela 1). A contagem inicial de mesofilos,
(dia 1) em HPP e CPP foi de 2,1x108 UFC/mL e de 1,29x10'! UFC/mL, respectivamente, no entanto
apresentaram-se negativos para Colifomes a 45 °C, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella
spp e Pseudomonas aeruginosa.

A existéncia de microrganismos em produtos destinados a alimentacdo indica o nivel de
seguranca para seu consumo. Devido a alta perecibilidade da carne do pescado, seus produtos e
subprodutos também estdo susceptiveis a deterioragdo. HPP e CPP liquidos mostraram

contaminagio por microrganismos meséfilos, com respectivas contagens de 2,1x10% e de 1,29x10"!
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UFC/ml no periodo de 1 dia de armazenamento a 37 °C, no entanto, o nivel de contaminagdo nao
ultrapassou o padrdo recomendado pela ICMSF (1986) (tabela 1). Esses resultados corroboram
com os encontrados por Bueno-Solano et al. (2009) que relatou 1730 UFC / g na contagem total.
No entanto, o HPPs e CPPs ndo apresentaram contaminacao por mesoéfilos. A atividade de agua ¢
um fator crucial na presenga de microrganismos e a ndo contaminagdo pode ser explicada devido
ao processo de secagem por spray dryer. Segundo Favaro-Trindade et al. (2010), valores de
atividade de 4gua menor que 0,6 sdo recomendados para garantir estabilidade microbiologica dos
produtos atomizados. A secagem por pulverizacao ¢ utilizada na industria de alimentos por reduzir
a atividade de 4gua, e assegurar estabilidade microbioldgica aos produtos, bem como evitar o risco
de degradagdes quimicas ou biologicas por reduzir a atividade de 4gua (Gharsallaoui et al. 2007).
Bueno-Solano et al. (2009), reportaram resultados negativos para Pseudomonas
aeruginosa, coliformes 45 °C, Salmonella spp, Staphylococcus coagulase positiva e fungos em
hidrolisado de residuo de camarao seco por técnica de spray drying. Os hidrolisados e concentrados
(HPP, CPP, HPPs e CPPs) sob as formas liquidas e em pd ndo apresentaram contaminagdo por
microrganismos patogénicos. A maior parte da literatura disponivel sobre peixes de dgua doce
(tilapia, truta arco-iris, perca de prata) relata contagens bacterianas de 102-106 UFC / g (Gelman
et al., 2001). O tratamento térmico de peixes marinados constitui 0 método mais apropriado para
destruir microrganismos patogénicos (Kilinc et al., 2005). A técnica de spray drying utiliza
temperaturas elevadas durante o processo de secagem. Segundo, Ghosh (2006), na
microencapsulagdo por spray dryer, o material de nucleo ¢ disperso em uma solu¢ao com polimero

e atomizado em uma camara de secagem com temperatura elevada.



Tabela 1. Determinagdo microbioldgica dos CPP, HPP, HPPs e CPPs

Produt Mesoéfilos Coliform  Staphylococcus Salmonella Bolores e Pseudomona
0 (UFC/ml) esa45°C coagulase- spp Levedura s aeruginosa
positiva s

HPP? 2,1x10% <3.0 <10 Auséncia <10 <1.1
CPP? 1,29x10"! <3.0 <10 Auséncia <10 <1.1

15 dias

HPPs® - <3.0 <10 Auséncia <10 <l1.1
CPPs® - <3.0 <10 Auséncia <10 <1.1

60 dias

HPPs - <3.0 <10 Auséncia <10 <I.1
CPPs - <3.0 <10 Auséncia <10 <l1.1

@ Hidrolisado Proteico de Peixe, Concentrado Proteico de Peixe;
b Hidrolisado Proteico de Peixe seco, Concentrado Proteico de Peixe seco
UFC/ml: unidade formadora de coldnia por mililitro

NMP: Numero Mais Provavel. Resultados expressos em <10 CFU / g e < 3.0 MPN / g, representa auséncia de

crescimento considerando o limite dos métodos.
(-): Nao detectado.
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3.2. Composicao centesimal, composicdo de aminoacidos e acidos graxos

A proteina bruta, lipideos, carboidratos e cinzas sdo apresentados na tabela 2 e expressos
em matéria seca. O teor de umidade esta relacionado a atividade de dgua e as temperaturas elevadas
empregadas durante o processo de secagem por pulverizagdo nas amostras. O concentrado proteico
de peixe seco e hidrolisado proteico de peixe seco apresentaram baixo teor de umidade com 3.96%
e 6.29%, respectivamente. Abdul-Hamid et al. (2002) reportaram 3,93% de umidade em
hidrolisado de tilapia preta em pd, similar ao HPPs descrito neste trabalho.

A composicao centesimal dos HPPs e CPPs apresentou elevado teor de proteina com
(47,84-47,32%) e (70,22-67,08%) respectivamente. O conteido de proteinas foi superior aos
descritos por alguns autores (Abdul-Hamid et al., 2002) em hidrolisados de tilapia preta (49,60%
—37,7%). O teor de extrato etéreo do HPPs (26,06-30,81%) foi superior ao CPPs (3,20-9,62%)
devido ao processo de extragdo de lipideos. Similares resultados foram encotrados po Silva et al.
(2014) em HPP de tilapia (37,4%). O teor de cinzas do HPPs (2,88%) e CPPs (4,13%) foram
inferiores aos descritos por Foh eta al. (2012) em isolados proteicos de tilapia (4,53%). Silva et. al.
(2014) relataram matéria mineral de 2,67% em HPP de tilapia. Conforme Cho et al. (1985), a boa
qualidade da dieta para os organismos aquaticos deve conter teor de cinzas inferior a 13%, que
demonstra que os HPPs e CPPs sdo excelentes ingredientes substitutos a farinha de peixe na
alimentagdo de organismos aquaticos. Os teores de carboidratos encontrados (25,26%) para HPPs
e (19,94%) para CPPs ¢ justificado, devido a presenca do material de parede (maltodextrina)
utilizado na formulacdo das emulsdes realizadas para microencapsulacio do HPP e CPP.
Resultados superiores (49,6%) foram descritos por Abdul-Hamid et al. (2002), o que evidencia a
variagdo de percentual de maltodextrina no preparo das emulsdes. Este estudo priorizou quantidade
de proteina maxima possivel a microencapsulagdo, isto explica o menor contetido de carboidrato
nas composigoes.

A composicao de acidos graxos do CPPs e HPPs estdo representados nas tabelas 3 e 4,
respectivamente. Os acidos oleicos continham 29, 1g/kg (CPPs), 104,2 g/kg (HPPs) e linoleicos
com 9,2 g/kg (CPPs), 14,2 g/kg (HPPs) representam o maior percentual dos acidos graxos
insaturados. O contetido de acidos graxos saturados do CPPs e HPPs foram 4,68 ¢ 15,64 g/100g
respectivamente, e apresentaram-se predominantemente o acido miristico (C14: 0) 11,5 g / kg
(HPP), 3,4 g / kg (CPP), 4cido estearico (C18:0), 29,5 g/kg (HPP), 9,9 g/kg (CPP) e palmitico
(C16: 0), 31,0 g/kg (CPPs), 99,7 g/kg (HPPs). Os acidos linoleicos e oleicos representam o maior
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percentual presentes no HPPs e CPPs. Os conteudos de acidos graxos polinsaturados do HPPs e
CPPs foram 19,5¢ 12,8 g/ kg, com predominancia de 4cido linoleico (C18: 2n-6), 9,2 g/kg (CPPs),
14,2 g/kg (HPPs), e alfa-linolénico-GLA (C18: 3n3), 1 g/ kg (CPPs) e 0,8g / kg (HPPs). Além
disso, foi encontrado 6mega-3 com valores de 1g / kg (CPPs), 0,6 g/ kg (HPPs), dmega-6, 11,8 g
/ kg (CPPs), 16,4 g / kg (HPPs) e 6mega-9, 30,5 g / kg (CPPs), 109,6 g / kg (HPPs). Os acidos
graxos poliinsaturados trazem beneficios a saude humana. Segundo, alguns autores (Menegazzo et
al 2014; Gallardo et al.; 2013) os do 4cidos do grupo 6mega-3 mais importantes sao o acido alfa-
linolénico (ALA, C18: 3), acido eicosapentaendico (EPA, C20: 5) e acido docosahexaenoico
(DHA, C22: 6), presentes em 6leos de peixes.

O valor nutricional de um alimento depende do tipo e quantidade de aminoacidos
disponiveis para o funcionamento do organismo. A soma total de aminoacidos no HPPs e CPPs
foram 44,85% e 64,59%, respectivamente. Os aminodcidos mais presentes no HPPs e CPPs foram
respectivamente, o acido glutdmico (6,33% e 9,18%), seguidos de glicina (5,80% e 7,24%). Dentre
os aminoacidos essenciais encontrados em maior concentragdo nos HPPs e CPPs estao,
respectivamente: leucina - 3,14% e 4,56%; lisina — 3,40% e 5,63%; valina — 1,82% e 2,66% (tabela
5). Segundo Abdul-Hamid et al. (2002) temperaturas elevadas submetidas ao hidrolisado no
processo de secagem por pulverizagdo pode ocasionar redugdo significativa no teor de
aminoacidos. Os valores de histidina e metionina foram respectivamente, (0,91% e 0,92%) (HPPs)
e (1,37% e 1,68%) (CPPs). O conteudo de aminoacidos essenciais e ndo essenciais foi superior aos
relatados por (Abdul-Hamid et al., 2002) em hidrolisado p6 de tilapia preta. Os aminoacidos
histidina, metionina e cisteina sdo muito importantes para a atividade de eliminacao de radicais
livres dos peptideos devido as suas estruturas especializadas (Chalamaiah et al., 2012), sendo

relatada alta atividade antioxidantes devido a presenga de histidina (Bougatef et al., 2010).



Tabela 2. Composi¢do centesimal do HPPs e CPPs (DM basis)

Produto Umidade Proteina
Volateis Bruta  Extrato Etéreo Cinzas  Carboidratos

15 dias
HPPs* 0,52 47,84 26,06 2,82 23,28
CPPs* 3,25 70,22 3,20 3,60 22,98
60 dias

3,96 47,32 30,81 2,88 18,99
HPPs?*
CPPs: 6,29 67,08 9,62 4,13 19,17

aHidrolisado Proteico de Peixe seco, Concentrado Proteico de Peixe seco

90



Tabela 3. Composi¢ao de acidos graxos do concentrado proteico de peixe seco (%)

Acidos Graxos CPPs
Acido Miristico (C14:0) 0,34
Acido Miristoleico (C14:1) 0,05
Acido Pentadecandico (C15:0) 0,06
Acido Palmitico (C16:0) 3,10
Acido Palmitoleico (C16:1) 0,57
Acido Margérico (C17:0) 0,11
Acido Estearico (C18:0) 0,99
Acido Oleico (C18:1n9c) 2,91
Acido Linoleico (C18:2n6c¢) 0,92
Acido Gama-Linolénico GLA (C18:3n6) 0,07
Acido Alfa Linolenico LNA (C18:3n3) 0,10
Acido Araquidico (C20:0) 0,09
Acido Cis-11-Eicosendico (C20:1n9) 0,13
Acido cis-8,11,14-Eicosatriendico (C20:3n6) 0,07
Acido Araquidénico AA (C20:4n6) 0,12
Gordura Monoinsaturada 3,66
Gordura Poli-insaturada 1,28
Gorduras Insaturadas 4,94
Gorduras Saturadas 4,68
Omega 3 0,10
Omega 6 1,18
Omega 9 3,05
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Tabela 4. Composigao de acidos graxos do hidrolisado proteico de peixe seco (%)

Acidos Graxos | HPPS
Acido Caproéico (C6:0) 0,34
Acido caprilico (C8:0) 0,05
Acido Céprico (C10:0) 0,04
Acido Laurico (C12:0) 0,04
Acido Miristico (C14:0) 1,15
Acido Miristoleico (C14:1) 0,17
Acido Pentadecandico (C15:0) 0,24
Acido Palmitico (C16:0) 9,97
Acido Palmitoleico (C16:1) 2,13
Acido Margérico (C17:0) 0,39
Acido Estedrico (C18:0) 2,95
Acido Elaidico (C18:1n9t) 0,03
Acido Oleico (C18:1n9c) 10,42
Acido Linoleico (C18:2n6c¢) 1,42
Acido Gama-Linolénico GLA (C18:3n6) 0,08
Acido Alfa Linolenico LNA (C18:3n3) 0,08
Acido Araquidico (C20:0) 0,21
Acido Cis-11-Eicosendico (C20:1n9) 0,42
Acido Heneicosendico (C21:0) 0,04
Acido cis-11,14- Eicosadiendico (C20:2) 0,11
Acido cis-8,11,14-Eicosatrienéico (C20:3n6) 0,06
Acido Araquidénico AA (C20:4n6) 0,08
Acido Behenico (C22:0) 0,09
Acido Erticico (C22:1n9) 0,04
Acido Tricosandico (C23:0) 0,04
Acido Lignocérico (C24:0) 0,09
Acido Nervonico (C24:1n9) 0,05
Acido Docosahexaendico DHA (C22:6n3) 0,07
Acido cis-11,14,17-Eicosatriendico 0,02
Gordura Monoinsaturada 13,22
Gordura Poli-insaturada 1,95
Gorduras Insaturadas 15,18
Gorduras saturadas 15,64
Gorduras Trans 0,03
Omega 3 0,06
Omega 6 1,64
Omega 9 10,96
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Tabela 5. Composi¢ao dos aminoacidos do hidrolisado proteico de peixe seco e concentrado proteico de peixe
seco (DM basis).

Aminodcidos (%) HPPs CPPs

Nao essencial

Acido Aspartico 3,93 5,67
Acido Glutdmico 6,33 9,18
Serina 1,89 2,76
Glicina 5,80 7,24
Taurina 0,42 0,60
Arginina 3,25 4,69
Alanina 3,40 4,75
Prolina 3,41 4,34
Tirosina 1,03 1,72
Essencial

Valina 1,82 2,66
Metionina 0,92 1,68
Cistina 0,21 0,45
Isoleucina 1,64 2,38
Histidina 0,91 1,37
Treonina 1,79 2,62
Leucina 3,14 4,56
Fenilalanina 1,56 2,29
Lisina 3,40 5,63

4.3. pH

Os valores de pH encontrados foram (6.0, 6.2 ¢ 6.8) (HPP) e (5.86, 6.2 ¢ 6.8) (CPP), nos
dias 01, 03 e 09, respectivamente. HPPs e CPPs apresentaram ligeira redu¢do de pH apds 60 dias
de armazenamento (Fig. 1). Os valores de pH do CPPs e HPPs mantiveram-se na faixa de 5,02 e
5,68. O aumento do pH esta relacionado a degradagao do pescado. Zhou et al. (2014) relataram que
pH proximo a neutralidade podem maximizar a atividade de enzimas proteoliticas € um pH mais

baixo reduz a taxa de degradacdo durante o processo de fermentagao.
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O CPPs apresentou pH ligeiramente superior ao HPPs. Isto pode ser explicado devido a
formulagdo do CPPs possuir teor mais elevado de proteina quando comparado ao HPPs. No
entanto, os pHs do HPP (6.0, 6.2, 6.8) e CPP (5.86, 6.2, 6.8) nos dias 1, 3 e 9, respectivamente
apresentaram-se mais elevados e aumentaram no decorrer do tempo. A produgdo de amonia pela
desaminagdo bacteriana de aminoécidos foi considerada motivo de aumento do pH em sardinhas

marinadas estragadas (Klinc et al., 2005).

Figura 1: pH do hidrolisado proteico de peixe (HPP), concentrado proteico de peixe (CPP), hidrolisado proteico de
peixe seco (HPP po) e concentrado proteico de peixe seco (CPP po)
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4.4. Cor

As figs. 2 e 3 apresentam os valores para os parametros de cor durante 70 dias de
armazenamento do HPPs e CPPs. Foram demosntrados aumento nos valores de amarelecimento
HPPs (b #21.192), CPPs (b *17.462) e vermelhidao HPPs (a* -1.108), CPPs (a* -1.692) ao fim do
periodo de estocagem. O CPPs apresentou menos variagao no padrao de luminosidade (L * 87,974-
87,748) quando comparado ao HPPs (L * 72,586-82,302).

A luminosidade do HPPs e CPPs apresentou aumento no decorrer de 70 dias de
armazenamento. O CPPs apresentou valores superiores ao HPPs. Isto pode ser explicado pela
auséncia de gordura e pela concentracdo de maltodextrina que possui coloragdo branca. Resultados
similares foram descritos por Kha et al. (2010) que relataram que o aumento da concentraciao de

maltodextrina representa aumento na luminosidade L*. Os valores mais elevados de L * podem ser
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atribuidos a retencdo de tecido conjuntivo. Resultados semelhantes foram encontrados por Foh et
al. (2011).

O parametro a* apresentou aumento significativo de -0.226 no dia 0 para -1.108 no HPPs e
de -0.758 para -1.692 no CPPs. Isto demonstra uma intensificagdo na tonalidade verde,
considerando os valores negativos. Estes resultados diferem dos descritos por Bueno-Solano et al.
(2009) que apresentaram valores positivos em hidrolisado proteico de camardo seco por spray
drying. Em relagdo ao parametro b*, ndo houve diferenga significativa das amostras durante o
tempo e a tonalidade amarela foi evidenciada devido os valores positivos.

HPPs e CPPs apresentaram aumento de (a*) ao longo do armazenamento e nao
apresentaram degradagdo de proteinas. A ligeira diminui¢do do parametro verde-vermelho (a *) é
atribuida a degradagao das hemoproteinas em hidrolisados proteicos (Choi e Park, 2002). HPPs e
CPPs apresentaram aumento para o parametro (b*) ao longo da estocagem. Aumento no
amarelecimento (b *) pode ser atribuido a maior reten¢do de lipidios (Fig. 3). Thanonkaew et al.
(2006) relataram que os radicais livres e os compostos carbonilos, produzidos a partir da oxidagao
dos acidos graxos insaturados nas membranas celulares, podem reagir com grupos amino livres em

proteinas com a subsequente condensagdo a pigmentos poliméricos marrons.



Figura 2: Luminosidade (L *), componente verde-vermelho (a*) e componente azul-amarelo do HPPs e CPPs.
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Figura 3: Parametros luminodidade (L*), componente verde-vermelho (a *¥) componente azul-amarelo (b *) do
HPPs e CPPs.
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4.5. Medicao de substiancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Os resultados obtidos das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs), produtos
secundarios de oxidacao lipidica, estdo expressos na Fig. 4. A dosagem de mgMDA/kg do HPPs
(0,53-0,32 mgMDA/kg) e CPPs (0,21-0,18 mgMDA/kg) apresentaram variagdes durante os 56 dias
de armazenamento. Contudo estes valores nao representam oxidacdo. Binsi et al. (2017) relataram
valores de 1,03 e 0,92 mgMDA/kg em 6leo de peixe microencapsulado. O alimento pode ser
deteriorado durante o armazenamento através de processos oxidativos dos acidos graxos. A
oxidagao lipidica pode reduzir a vida de prateleira e tornar o produto improprio para o consumo.
Esse fendmeno ¢ uma das principais reagdes que ocorre na deterioracao e causa perda de qualidade
de alimentos com sabor desagradavel do musculo do peixe (Karlsdottir et al., 2014; Thiansilakul
et al., 2010) e uma causas ¢ atribuida a proteina heme como catalisadora do processo (Yarnpakdee
et al., 2012). Morales-Medina et al. (2016) descreveram teor de hidroperoxido (114 + 18 a 136 +
17 mmol/kg) em microparticulas de 6leo contendo hidrolisados proteicos de sardinha (Sardina
pilchardus) e carapau (Trachurus mediterraneus).

Gharsallaoui et al. (2007), descreveram que a encapsulacao de alimentos, tem por objetivo,
proteger uma substancia sensivel na capsula ou na parede, isolando fisicamente o ingrediente do
meio ambiente. Segundo Serfert et al. (2009), a oxidacdo lipidica pode ocorrer no processo de

microencapsulacdo devido a homogeneizagdo das emulsdes e a temperatura imposta a secagem.
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Um baixo teor de lipideos ¢ desejavel de modo a diminuir a oxidagdo. Uma maior
estabilidade oxidativa do CPPs foi observada quando comparado ao HPPs. Gharsallaoui et al.
(2007), relataram que substancias como maltodextrina, goma arabica e gelatina, sdo consideradas
totalmente adequadas para microencapsulacao, pelo fato de possuirem a propriedade de protecao
da substancia ativa contra oxidagdo e deterioragdo, além apresentarem baixa viscosidade com alto
teor de solidos e boa solubilidade. Grattard et al. (2002) verificou que o agente encapsulante
maltodextrina mostrou-se eficiente para evitar oxidacao de 6leo de linhaga.

Morales-Medina et al. (2016) reportaram oxidacao lipidica nas microparticulas contendo
hidrolisados proteicos de sardinha (Sardina pilchardus) e carapau (Trachurus mediterraneus).
Durante o armazenamento ocorreu aumento nos valores de TBARS em hidrolisado proteico de
tilapia seco por liofilizacdo e preparados com carne fresca e apds 18 dias de armazenamento no
gelo (Yarnpakdee et al., 2012). A oxidacao lipidica ¢ acelerada por temperaturas elevadas e tem
como substrato principal os fosfolipideos de membrana, susceptiveis a oxidac¢do (Yarnpakdee et
al., 2012). Devido a instabilidade oxidativa dos acidos graxos poliinsaturados, a maioria dos
produtos alimentares contendo 6leo utiliza a microencapsulacdo por spray-dried para garantir a
estabilidade e evitar caracteristicas organolépticas indesejaveis (Barrow et al., 2007).

E conhecido que microparticulas secas por pulverizagio sdo resistentes a deterioragao
oxidativa (Gharsallaoui et al., 2007). Os radicais livres sdo consumidos através de reacdes de
ligagdo com as proteinas e promovem a¢do antioxidante, além de retardar a oxidagao de lipideos
(Morales-Medina et al., 2016). Os hidrolisados proteicos derivados de proteinas de peixe foram
relatados como antioxidantes na literatura (Jemil et al, 2014; You et al., 2010, Bougatef et al.,
2010). O lipideo ¢ protegido quando aminoacidos disponiveis no hidrolisado sdo mais oxidaveis
que os acidos graxos insaturados (Morales-Medina et al., 2016). Assim, a oxidagdo dos lipidios foi
evitada através da microencapsulagdo por spray-drying, apesar da presenca de aminoacidos labeis

a oxidacdo presentes no HPPs e CPPs.
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Figura 4: Medigao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) do hidrolisado proteico de peixe seco
(HPPs) e concentrado proteico de peixe seco (CPPs)
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4.6. Tamanho e morfologia das microparticulas

No MEYV foi visualizado na maioria das vezes aglomerados de microparticulas. Os
tamanhos das particulas variaram com valores entre (19-37 pm) para HPPs e (18-30 um) para CPPs.
O MEV apresentou microparticulas irregulares com mossas, enrugadas e com superficies concavas,
caracteristico de particulas de material seco por técnica de spray drying.

As particulas de CPPs e HPPs apresentam uma superficie continua, arredondada com a
formagao de poucas concavidades e raros encolhimentos (Figs. 5; 6). Isto pode ser devido ao tempo
de estocagem e a pressdo das microparticulas que favorecem a formac¢dao de mossas.
Microparticulas arredondas, irregulares com presenga de mossas, enrugadas e com superficies
cOncavas sao caracteristicas de particulas de material seco por técnica de spray-dried. Isto ¢ comum
em microparticulas de produtos atomizados segundo alguns autores (Gallardo et al. 2013, Favaro-

Trindade et al., 2010). Estes resultados sdo similares aos microencapsulados descritos por
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(Caliskan, 2013) em extratos de sumac, (Gallardo et al. 2013) em 6leo de linhaga, (Favaro-Trindade
etal., 2010) em hidrolisado de caseina, (J-J Ma et al., 2014) em hidrolisado concentrado de proteina
de leite, (Yang et al., 2012) em hidrolisado proteico de soro de leite, contudo as microparticulas
deste trabalho apresentaram-se mais lisas € com menos irregulares. Por outro lado, Finney et al.
(2002) relataram que superficies mais lisas e menor encolhimento das particulas sdo alcancadas
com uso de temperatura de entrada mais elevadas quando comparadas as de temperatura inferior,
0 que mostra que a temperatura utilizada neste trabalho foi ideal para formagao deste tipo de
particula.

Yang et al. (2012) relataram poros na superficie de algumas particulas de hidrolisado do
soro do leite encapsulado. As microparticulas do CPPs e HPPs nio continham porosidade em sua
morfologia, contudo foi evidenciado particulas fragmentadas e abertas com conteudo encapsulado
que sugere que estas microparticulas pertencem a matriz envoltoria utilizada na
microencapsulacao.

A figura 5 demonstra os tamanhos das microparticulas entre (19-37 um) para HPPs. Foram
observadas particulas de (18-30 um) de diametro no CPPs (Figura 6). Gallardo et al. (2013)
observaram valores simililares aos descritos neste trabalho. No entanto, as particulas produzidas
neste estudo apresentaram dimensdes inferiores as reportadas por Finney et al (2002) que
compreenderam tamanhos entre 35 ¢ 77 um. Segundo Ghosh (2006), a técnica de spray drying
fornece tamanho de microcépuslas que compreendem de 5-5000 um. No entanto, Gharsallaoui et
al (2007) descrevem particulas na ordem de didmetro 1-100 pum durante o processo inicial de

secagem.
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Figura. 5: Fotomicrografias MEV das microparticulas de concentrado proteico de peixe seco
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5. Conclusdes

A auséncia de bactérias patogénicas e de microrganismos meso6filos foi demonstrado nos
HPPs e CPPs durante 60 dias de armazenamento. HPPs e CPPs nao apresentaram oxidag¢ao lipidica
apos 56 dias. HPPs e CPPs exibiram elevado teor de proteina (70, 22% e 47,84%). Os valores de
histidina e metionina foram respectivamente, (0,91% e 0,92%) (HPPs) e (1,37% e 1,68%) (CPPs).
Os conteudos de 4acido linoleico encontrados foram 9,2 g/kg (CPPs) e 14,2 g/kg (HPPs). Além
disso, foi encontrado a presenca de dmega-3, 6 ¢ 9 nos dois produtos. Com isto, a técnica de spray
drying apresentou eficiéncia como método de microencapsulagao para o HPP e CPP e promoveu a
extensdo da vida util dos produtos com a permanéncia de teores elevados de suas biomoléculas

(proteina e lipideo), passivel de ser utilizado na industria de alimentos fortificados.
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4 CONCLUSAO

Concluiu-se que as biomoléculas recuperadas do residuo do processamento de tilapia, a
proteina do hidrolisado e concentrado ¢ de excelente qualidade como fonte de aminoacidos
essenciais, o 0leo possui excelente teor de dcidos graxos poli-insaturados e a gelatina produzida a
partir de ossos ¢ uma valorosa e potencial substituta a gelatina comercial devido a excelente
capacidade como material de revestimento na microencapsulagao.

O concentrado proteico de peixe seco, hidrolisado proteico de peixe seco € o concentrado
proteico com gelatina de tilapia se apresentaram livres de contaminagdo e excelente qualidade na
composicdo centesimal. Com isto, manteve-se elevado valor nutritivo com alto teor de proteina,
peptideos, aminoacidos essenciais e dcidos graxos. A presenca de aminoacidos essenciais e dcidos
graxos polinsaturados nos alimentos ¢ de extrema importancia para a satde humana, sendo a
metionina responsavel por aumentar a imunidade e PUFA associados a inteligéncia e memoria. As
microparticulas de concetrado e hidrolisado sdo passiveis de serem aplicadas em alimentos
fortificados, produtos nutrac€uticos e suplementos nutricionais.

Além disso, a técnica de spray drying utilizada mostrou-se eficiente na conservacao das
biomoléculas extraidas e conferiu estabilidade aos produtos sob a forma po, promovendo valor
agregado aos mesmos e longevidade com a permanéncia de suas caracteristicas organolépticas. A
secagem por pulverizagdo compde desta forma propriedades tecnoldgicas promissoras com
aplicagoes as industrias alimenticias e farmacéutica.

Face ao exposto, a utilizagdo dos residuos do beneficiamento de tilapia Oreochromis
niloticus € uma alternativa viavel a produ¢do de produtos de qualidade com alto teor proteico e
lipidico, além de elevado rendimento passiveis de aplicacdo e substituicdo aos existentes no
mercado. O estudo concluiu que € possivel aproveitar integralmente os residuos do processamento

de tilapia na producao de novos produtos de valor agregado.
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