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conservagao para aumentar o tempo de prateleira de
hidrolisados proteicos e 6leos de pescado estéreis com
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RELATORIO DESCRITIVO DA PATENTE DE INVENGAO

« <
PROCESSO DE OBTENCAO DE PRODUTO PROTEICO E LIPIDICO A PARTIR DA

IRRADIAGAO DO HIDROLISADO PROTEICO DE PESCADO

CAMPO DA INVENGCAO

A presente inveng¢édo diz respeito a um processo para a produgéo de
hidrolisados proteicos de pescados e dos seus 6leos de forma estéril. O produto é
obtido a partir de residuos da industria pesqueira e pode ser utilizado pela as
industrias de cosmeética, alimenticia e nutricéutica. A presente invencgéao refere-se,
mais particularmente, a aplicagdo de um processo de separagao e conservagao
com a aplicagao de radiagdo para aumentar o tempo de prateleira de hidrolisados

proteicos e 6leos de pescado de forma estéril com aplicagdes biotecnoldgicas.
DESCRIGCAO DO ESTADO DA TECNICA

O filé é o item de maior valor econdmico, o seu rendimento varia de
acordo como dominio tecnolégico das empresas processadoras de pescado e
pode chegar entre 30 e 40% do peso do animal dependendo da espécie, a outra
parcela é considerado como residuo sendo composto por restos de carne, cabega,
pele, ossos, escamas e visceras. Logo, os residuos da industria de processamento
de pescado, por exemplo, da tilapia, representam de 60 a 70% da matéria-prima.
Atualmente, estes residuos gerados sdo ainda subutilizédos e muitas vezes
descartados de fonna inadequada ocasionando danos ao meio ambiente. Diante
dessa problematica, pesquisadores em todo 0 mundo vém desenvolvendo diversos

esforcos para obtencdo de métodos que possibilitem a transformagdo desses
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residuos em produtos passiveis de utilizagdo tanto na nutrigdo humana quanto

animal (MARTONE et al., 2005).

Os residuos gerados pela industria de processamento de pescado
podem ser utilizados na obtencdo de variados produtos como biofertilizantes,
biogas, farinha de peixe, couro, gelatina, 6leo e hidrolisado proteico (PI0604910-9

A; P1 1000529-3 A2; P10506315-9 A; P10804954-8 A2; P10516797-3 A, P11004335-

8 A2).

O hidrolisado proteico de peixe é resultado da solubilizagdo das
proteinas do pescado gerando proteinas menores, peptideos e aminoacidos. Pode
ser obtido a partir da hidrélise quimica (hidrélise acida e alcalina), por hidrélise
enzimatica através de enzimas de origem vegetal, animal ou microbianas
adicionadas a matéria-prima a ser catalisada ou ainda por enzimas proteoliticas
endégenas, ou seja, presentes no préprio organismo (KRISTINSSON e RASCO,

2000; MARTONE et al., 2005).

A hidrdlise enzimatica € um método baseado na adi¢ao de enzimas
para clivagem das proteinas, sendo um processo usado para aperfeigoar ou
modificar as propriedades quimicas, funcionais e sensorfais da proteina sem
prejudicar o seu valor nutricional. O processo enzimatico ocorre sob condiges
brandas, sem produzir produtos de degradagéo, observados nas hidrélises acida e
alcalina. Este tipo de hidrélise oferece vantagens porque permite um bom controle
do processo e, consequentemente, das propriedades dos produtos resultantes
(FONKWE e SINGH, 1996). Enquanto que, a hidrolise por autélise enzimatica é

um método alternativo, em que se empregam as préprias enzimas proteoliticas




10

15

20

3/13

(proteases das visceras do préprio peixe) para solubilizagdo da proteina do
pescado, tomando assim um método mais vantajoso em relagdo as enzimas

comerciais, pois, reduz desta forma os custos de produgéo.

Os hidrolisados proteicos de carne sao utilizados para modificar
propriedades funcionais de alimentos e, em alimentos dietéticos, como fonte de
pequenos peptideos e aminoacidos. Podem ser incorporados a uma série de
produtos, como férmulas balanceadoras para atletas, regimes de emagrecimento,
e utilizados na alimentagao animal como, por exemplo, em porcos e bezerros, e
na forma de suplementos proteicos em ragdes para animais. Na alimentagéo
humana, servem como suplementos de biscoitos e produtos tipo hamburguer,
nuggets, entre outras, com possibilidade de também serem adotados para
pessoas com problemas de digestdo ou de ma-absorgdo de proteinas, gracas a
sua elevada digestibilidade e aos aminoacidos essenciais disponiveis. Além do
mais, estudos evidenciam que e hidrolisado proteicos e peptideos obtidos de
organismos marinhos e seus subprodutos podem promover a saude humana por
meio da‘prevengéo de doengas crénicas (KIM et al., 2007; KIM e WIJESEKARA,
2010). Juntamente com isto, estudos tém demonstrado que hidrolisados proteicos
de peixe, obtidos por hidrélise enzimatica, podem ser Utilizados como potenciais

antioxidantes naturais (YOU et al., 2010; LEE, JEON E BYUN, 2011).

Durante o processo de hidrélise sdo gerados, ndo apenas, proteinas
pequenas, peptideos e aminoacidos, mais também, lipideos que podem ser
separados e removidos em uma etapa seguinte, resultando na formagao de um

hidrolisado proteico uniforme e com baixo teor de gordura e de um éleo de peixe
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concentrado. O 6leo de peixe apresenta aplicagdes diversas, ndo apenas, na
indUstria de cosméticos, mas também na de alimentos como item na composicao
de nutricéuticos, como pode ser visto nas patentes: PI0901392-0 A2; Pl 0414818-

5 A; P10509878-5 A e PI 0516797-3 A.

A hidrélise dos triacilglicer6is e consequentemente o aumento do teor
de acidos graxos livres formados durante armazenamento e processamento, € um
dos fatores que determinam a vida de prateleira e produzem garacteristicas
organolépticas indesejaveis ao alimento. (STEVANATO, 2007). As altera¢des na
qualidade dos alimentos frescos podem ocorrer devido a oxidagéé de lipideos e
pigmentos contidos em alimentos gordurosos, resultando na liberagdo de sabor
indesejavel e na formagdo de compostos que possuem efeitos biologicos
adversos ou que favorecam a descoloragdo (FORSYTHE, 2002). VIEGAS (2000),
estudando hidrolisado proteico de peixe a partir de residuos do processamento de
filés de tilapias, obteve um produto praticamente isento de lipidios, o que lhe
conferiu excelente qualidade, devido ao fato de nao apresentar problemas de

rancidez oxidativa durante a estocagem.

Um fator de grande importancia, uma vez que, 0 hidrolisado proteico
de peixe € destinado a alimentagdo humana e animal é da sua inocuidade. Uma
vez que para a obtencéo de um alimento seguro € necessario que este esteja
isento de microrganismos patogenos e deteriorantes, os quais estando presentes
poderdao comprometer a qualidade nutricional do produto. Para tanto € necessario
a aplicagdo de formas de conservagao e esterilizagdo, garantindo a qualidade e

uma maior vida de prateleira deste produto.
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A conservagao consiste em manter o alimento o mais estavel possivel
no que se refere ao aspecto microbiolégico. Sendo necessario retardar a
proliferagcdo dos microrganismos com o controle de variaveis como a temperatura,
o pH e a umidade. Dentre os métodos baseados na redugdo do crescimento
microbiano estdo os tratamentos com aplicagdo de sais, aplicagdo térmicos,
acidificagdo, utilizacdo de embalagens com atmosfera modificada e irradiagao

(FORSYTHE , 2002).

Neste contexto existem patentes voltadas para produgcdo de
hidrolisado proteico de peixe utilizando enzimas comerciais no seu processo de
hidrolise (W02009/101134A1; W02009/101146A1; PI0705220-0A2), utilizagdo de
hidrolisado proteico na composicdo de nutricéuticos (P11000331-2 A2), na
conservacao do hidrolisado pela aplicagdo de sais, écidos, ou desidratagdo
(CN102125173 - A), e na utilizagdo de 6leos de peixes para composicédo de
nutricéuticos e o6leo diesel (PI0314100-4A; PIl9611826-1A; PIl0509878-5A;
P10516797-3A). Porém, ainda nao foi desenvolvido de‘ forma conjunta um
processo que envolvesse a produgdo e separagido de um hidrolisado proteico de

peixe do seu 6leo de forma estéril.
APRESENTAGAO DOS PROBLEMAS EXISTENTES

A Separagao de lipidios do hidrolisado proteico comumente envolve
técnicas de custo elevado tais como centrifugagéo e ultrafiltragdo, além do uso de
sais como sulfato de amoénio e solventes como etanol e acetona que produzem
residuos e nao sdo recomendados pela ANIVISA (BR), quando o produto é

destinado ao uso farmacéutico, alimenticio ou cosmético.
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Para tomar economicamente viavel a produgdo de hidrolisado
proteico de peixe em larga escala sdo necesséarios esforcos no sentido de
melhorar o rendimento do produto principal e de aproveitar outros subprodutos

gerados como o 6leo, agregando valor ao processamento do filé de peixes.

A esterilizagdo destes produtos requerem métodos que inibam
temporariamente a proliferagdo de microrganismos patogénicos. Tradicionalmente
utiliza-se aplicagdo de sais ou acidos e tratamentos térmicos. No entanto, esses
métodos sao utilizados apenas para a conservagao e nao para separar a parte

proteica do 6leo do hidrolisado proteico de peixe.
APRESENTAGAO DA SOLUGCAO EM LINHAS GERAIS

A presente invengdo vem solucionar os problemas citados, nao
apenas quando propde um processo de produgéo de hidrolisado proteico de peixe
que proporciona um aproveitamento dos residuos da industria pesqueira, mas
quando também propde um processo caracterizado pela simplicidade e pelo baixo
custo para recupera biomoléculas. A extracdo de 6leo através da esterilizagao por
irradiacdo (2,5 KGr), objeto do presente pedido de patente, separa a parte
proteica dos lipidios, ndo sendo necessario assim o uso de técnicas laboriosas

para a acessibilidade do produto.

Outra vantagem da irradiagédo a 2,5 KGr é que é esta dentro do limite
da faixa de irradiagdo para alimentos de acordo com as normas da ANVISA, e
essa técnica de conservagao permite que o produto fique armazenado a 4°C por
até 60 dias sem o uso de nenhum conservante. Sendo assim o produto é passivel

de ser utilizado tanto para a nutrigdo humana quanto para animal.
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A irradiacdo (cobalto 60) promove a esterilizagdo do produto e
proporciona a separacao dos lipidios sem necessariamente ter que passar por

outro processo de separagdao mecanica.

A presente invengao vem agregar valor ao processamento de filés de
tilapias e de outros pescados devido ao aproveitamento de residuos que antes era

descartado contribuindo com o desenvolvimento sustentavel do processo.
DESCRIGAO DETALHADA DO INVENTO

A presenteinvencgao tem oobjetivo de apresentar um método de
obtencdo de um produto proteico (hidrolisado proteico) e lipidico estéril, a partir da
irradiacdo de hidrolisados proteicos de pescado. Este método permite a

conservacado do produto por 60 dias. O processo de obtengdo compreende as

seguintes etapas:

1. Preparagao dos hidrolisados
a) Lavagem do residuo do processamento de pescado;

b) Trituragdo da carcaga com extrato de intestino de peixe (600mg/mL) ou

Alcalase (0,5%) na proporcéao 1:1.
c) Hidrélise enzimatica (digestdo em banho-maria por 2 horas a 45°C);
d) Desativagao enzimatica (aquecimento a 100°C/10min);
e) Separagao da parte sélida da bparte liquida

A produgéo do hidrolisado proteico de peixe da presente invencédo




10

15

20

8/13

compreende a utilizacdo de carcagas e com adicdo de enzimas endégenas
(extrato de intestino de peixe de 200 a 600mg/mL) ou enzima comercial Alcalase
(0,5%), sem ajuste de pH, de acordo com o método desenvolvido por Bezerra
(2000) modificado. Os residuos (carcaga adicionado ao extrato ou enzima
comercial) sao triturados na propor¢dao de 1:1. A mistura € submetida a digestao
entre temperatura de 35 e 50 °C onde permanece por 2 horas a uma pequena
agitacdo continua para otimizar o contato enzima/substrato. Posteriormente o
hidrolisado € fervido a 100°C, durante 10 minutos, para desativagdo enzimatica.
Ao final do processo a parte liquida (hidrolisado proteico de peixe) é separada da

parte sélida através de uma peneira.

2. Obtengao de um produto proteico e lipidico estéril a partir da

irradiagao do hidrolisado proteico de pescado

A presente invengdo compreende o acondicionamento do
hidrolisado proteico de peixe em recipientes autoclavavéis, posteriormente sao
submetidos ao processo de irradiagdo em Reator Gama Cell 220 (®°Co), nas
doses entre 2 KGy a 8 KGy de 29 a 93 minutos. Em seguida armazenados sob
refrigeragéo a £ 4°C com auséncia de luz, onde se inicia o processo de separagao
do éleo da parte proteica. A presente invengao consiste também de outra forma
de extracdo do 6leo do hidrolisado proteico de pescado podendo ser aplicada
anterior ao processo de irradiagdo compreendendo um processo que utiliza
um equipamento que permite, a aplicagcdo de uma forga centrifuga que separe as
fases onde os soélidos sdao depositados no fundo, o hidrolisado proteico de

pescado suba pela area externa de pratos e a gordura que é mais leve siga para o
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centro do equipamento saindo do seu rotor por tubulagdes para em seguida ser

submetido ao processo de irradiagdo para esterilizacdo do produto descrito

anteriormente.

A seguir serao expostos exemplos especificos da invengao.

Exemplo 1:
Analises microbioldgicas

As andlises microbiolégicas foram realizadas com a finalidade de comprovar a

eficiéncia dos métodos de conservagao.
a) Contagem total de microorganismos e psicrotréficos

A contagem total de microorganismos psicrotréficos para os
irradiados foram realizados nos dias 0, 12, 24, 36, 48, 60. Sendo coletadas
amostras de ImL. de cada hidrolisado proteico de peixe em triplicata e submetidas
a dilugdo seriada (1:10; 1:100 e 1:1000) em tubos de ensaios esterelizados
contendo 9 mL de solugdo (0.1% de agua peptonada em 0,9% de Nacl de
solugcdo) e homogeneizadas sob condigées estéreis em cabine de seguranca
biolégica Pachane(Pc 410). Foi coletado ImL de cada amostra diluida e inoculada
em 3 placas de Petri. Para cada placa foi adicionado 15 mL de Plate Count Agar
(Standard Methods Agar Acumedia). As amostras foram homogeinizadas
imediatamente apds ser vertido o meio através de rotagées das placas de Petri, de
forma a obter a disperséo uniforme das col6nias. Apés a completa solidificagao as
placas sdo invertidas e incubadas a 4°C por 5 dias para analise de

microorganismos psicrotroéficos.
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b) Analises microbiol6gicas de microrganismos especificos

Para verificar se o hidrolisado proteico de peixe atende a
regulamentag¢édo (Anvisa/7d da RDC 12/2001) e obedece a padrdes de seguranga
alimentar foram realizadas analises microbioloégicas (bolores e leveduras,
colifonnes a 45°C, estafilococos coagulase positiva, Salmonella ssp e
Pseudomonas). O hidrolisado proteico de peixe foi submetido a irradicédo e foi
analisado ap6s 60 dias e o hidrolisado proteico de peixe controle foi analisados
apds 2 dias de armazenamento de acordo com metodologia da “Bacteriological
Analytical Manual" da Food and Drug Administration , editado por Association of
Official Analytical Chemists (FDA/AOAC) em suas ultimas edi¢cdes e ou revisées
(BRASIL, 2001) e Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1998). As analises foram realizadas no Laboratério de Experimento e

Analise de Alimentos do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de

Pernambuco.

Exemplo 2:

A contagem total de microrganismos psicrotréficos, expressos em
unidades formadora de coldénia por mL (UFC/mL), dos hidrolisados proteicos de

peixe irradiados foram expressos em 0 UFC/mL.

Os resultados comprovam a conservagéo o produto sob o ponto de
vista microbiolégico. Desta forma os hidrolisados permaneceram livres de
contaminagdo por microrganismos psicrotéficos e apresentaram-se conservados

por 60 dias de armazenamento sob refrigeracdo a £ 4°C.
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Para avaliar a seguranga alimentar dos hidrolisados proteicos de
peixe foi realizada a pesquisa de microrganismos especificos. A presengca em
niveis predeterminados de alguns microrganismos em um produto alimenticio
avalia seu estado de seguranca alimentar e se 0 mesmo em sua produgéo

5 obedece as normas de boas praticas de fabricagcdo e manipulagédo, os principios

do HACCP, dentre outras normas que possam garantir o consumo do produto.

A tabela 1 fornece os resultados das pesquisas de microrganismos nos

hidrolisados submetidos aos métodos de conservagao a 4°C durante 60 dias.

Tratamentos  Coliformes A Estafilococos Salmonella Bolores e Pseudomonas
45°C Coag(+) AOAC(967.26 Leveduras Aeruginosa
AOAC(926.24) AOAC(975.55 AOAC(997.02 SMWW(9213)

Controle <3,0 <10 Auséncia 8,7 x 10 -

2,5kGy <30 <10 Auséncia <10 <11

5kGy <30 <10 Auséncia <10 <11

7kGy <3,0 <10 Auséncia <10 <1,1

Os resultados apresentados na tabela 1 atendem ao item 7d da

10 RDC 12/2001- ANVISA quanto aos parametros obrigatérios para as amostras.

Os tratamentos realizados nos hidrolisados foram eficientes
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quanto a presenga de microrganismos patégenos e/ou deteriorantes estando livres

destes mantendo-se assim conservados a 4°C até o prazo de 60 dias.

O produto obtido pela presente invengao apresenta a vantagem de
ser uma forma de conservagdo e extracédo de 6leo mais estavel por apresentar
uma baixa atividade 15 microbiolégica ndo sendo necessarios tratamentos e

adi¢ao de conservantes.

Exemplo 3:

Avaliacdo da atividade antioxidante do hidrolisado proteico de peixe obtido por

autdlise

A carcaca de peixe (Oreochromis niloticus), sem visceras, foram
misturados com 600 mg / mL extrato bruta de intestino e agua na proporgao 1:1 (w
/ v). A mistura foi incubada a 45 ° C durante 4 horas e em seguida aquecida num
banho de agua a 100°C durante 10 minutos para inativar as enzimas. Depois disso
o hidrolisado proteico do Oreochromis niloticus foram centrifugadas por 10,000 g
durante 10 minutos, e o sobrenadante foram recolhidos e armazenados a -20 °c
até ser utilizado. A atividade antioxidante dos hidrolisados foi avaliada por testes
de DPPH e Potencial redutor. Todas as analises foram feitas em triplicado e os

resultados foram expressos por médias * desvio padréo.

O hidrolisado proteico mostrou um IC50 cerca de 916 pg / mL no
ensaio de inibicado de DPPH e exibiu Potencial Redutor de Img/mL, equivalente a

reducao do antioxidante BHT de 39,11 + 4,364 ug/mL.

Portanto os resultados obtidos pela experimentagdo demonstra que o
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processo de autélise foi eficaz na obtengdo de um hidrolisado proteico de peixe
com atividades antioxidantes, sugerindo que pode ser utilizado como um

nutricéutico, alimento funcional ou como um antioxidante em alimentos.
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REIVINDICACOES

1. A presente invengdo € caracterizada por um processo de
producdo compreendendo a separagdo e conservagao por meio da aplicacao de
radiagdo do hidrolisado proteico de pescado para produgdo de um produto

composto por um hidrolisado proteico e 6leo de pescado estéril.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por
envolver uma hidrolise proteolitica por autélise utilizando as enzimas de pescado

como enzimas das visceras de peixes, ou enzimas comerciais como Alcalase.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
acondicionamento do hidrolisado proteico de pescado em recipiente autoclavavel
seguido pelo processo de irradiagdo por Reator Gama Cell 220 (*°CO) ou outro,
nas doses entre 2 KGy a 8 KGy de 29 a 93 minutos.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo
armazenamento do referido hidrolisado irradiado sob uma refrigeragdo a + 4°C

com auséncia de luz, para separagéo do 6leo da parte proteica.

5. Processo de acordo com a reivindicagao 1 a 4, caractereizado por
utilizar um equipamento antes do processo referente a reivindicacdo de 3 a 4 o
qual aplica um forga centrifuga separando diferentes fases (sélido, hidrolisado
proteico de pescado suba pela area externa de pratos presentes no referido
equipamento e que o 6leo siga para o centro do equipamento saindo do seu rotor

por tubulagées.

6. Produto de acordo com a reivindicagao de 1 a 5, caracterizado

por um hidrolisado proteico e 6leo de pescado estéril por radiagao.
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RESUMO

PROCESSO DE OBTENGAO DE PRODUTO PROTEICO E LIPIDICO A PARTIR DA
IRRADIAGAO DO HIDROLISADO PROTEICO DE PESCADO

A presente invengédo diz respeito a um processo para a separagao
do dleo da parte proteica de hidrolisados proteicos de pescado de forma estéril. O
processo de acordo com a presente invencédo primeiramente refere-se ao ajuste
das condigbes simples de hidrélise que tornem favoraveis a produgdo aumentada
do hidrolisado proteico de 10 pescado a partir de residuos da industria pesqueira.
Em um segundo momento a aplicagdo de um processo de separagdo e
conservagdo para aumentar o tempo de prateleira de hidrolisados proteicos e

6leos de pescado estéreis com aplicagdes biotecnoldgicas.
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