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RESUMO

A gualidade do gel de surimi depende da integridade da estrutura da proteina
miofibrilar. A estrutura protéica pode sofrer acdo de proteases neutras e
termoestaveis, durante o tratamento térmico, causando o enfraquecimento do gel. O
objetivo do trabalho foi controlar essa desnaturacdo, adicionando inibidores de
proteases BSA e clara de ovo, sob diferentes condi¢cbes de processamento, em géis
de surimi de pescada-foguete (Macrodon ancylodon). Através de andlises de forca
de gel envolvendo firmeza, compresséo e coesividade, obtidos instrumentalmente e
do indice de fragmentacdo miofibrilar (IFM) e da eletroforese SDS-PAGE, avalia-se a
atuacao dos inibidores nos diferentes tratamentos: 5 formulacdes, incluindo o uso de
sais (NaCl, NH4Cl) e 3 condicdes de aquecimento para formar o gel kamaboko.
Resultados indicam que todos os géis contendo inibidores apresentam forca de gel
significativamente maior (P<0,05) que o controle. Pela maior intensidade da banda
protéica na eletroforese SDS-PAGE nos géis estudados com umidade entre 72 e
74%, baixo IFM (<21) e concentracdo salina de 2,7%, demonstra-se que o inibidor
BSA foi melhor do que a clara de ovo. Ndo se observou uma atividade proteolitica
acentuada no gel de surimi controle (sem inibidor). No entanto, pode-se constatar
pela intensidade da banda da miosina na eletroforese, quando se utiliza o inibidor,
principalmente o BSA, uma acéo protetora dos mesmos sobre a estrutura protéica,
aumentando a forca de gel.

Palavras-chave: surimi, forca de gel, proteases, inibidores, processamento térmico.
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SUMMARY

The quality of the surimi gel depends on the integrity of the myofibril protein
structure. The structure could be lost during the heating process by a denaturation
phenomenon, which is caused by neutral and heat stable proteases and
consequently forming a pour gel. The objective of the work was to control the
denaturation intensity using BSA and egg white as a protease inhibitors, under
different processing conditions, in gels of King weakfish (Macrodon ancylodon)
surimi. The analysis of gel strength, that involve tests of firmness, compressibility and
cohesiveness by instrumental methods, and the myofibril fragmentation index (MFI)
and SDS-PAGE electrophoresis were used for evaluating the inhibitors performance
in different treatments: 5 formulations, including the use of salts (NaCl, NH4CI) and 3
heating conditions for kamaboko gel formation. Results indicate that all gels with
inhibitors presented significantly (P<0,05) more gel strength than the control. The
bigger intensity of protein band, in the electrophoresis SDS-PAGE in the gels studied
with humidity between 72 and 74%, low MFI (<21) and salt concentration of 2,7%,
was demonstrated that the inhibitor BSA was better than the egg white. No
remarkable proteolitic activity was observed in the surimi gel control (without
inhibitors). However, it is possible to be noted an intensity of myosin electrophoresis
band, when the inhibitors are used, mainly BSA, that acts in protecting protein
structure, increasing gel strength.

Key words: surimi, gel strength, protease and inhibitor, heating process.
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1 INTRODUCAO

O declinio nos estoques de peixes tradicionais de origem marinha, associado
ao aumento da demanda mundial de produtos de origem animal, tem contribuido
para o desenvolvimento de técnicas para o melhor aproveitamento dos recursos

hidricos, inclusive nas reservas de agua doce.

A carne de pescado mecanicamente separada (CPMS) constitui uma boa
técnica para utilizacdo do pescado em paises ocidentais, apresentando maior
flexibilidade de processamento e maior rendimento na obtencdo de carne comestivel
do que pelo processo tradicional de filetagem. Tal processo permite um
aproveitamento racional do pescado, otimizando os recursos pesqueiros. Trata-se de
evitar desperdicios e disponibilizar uma fonte de proteina de origem animal, que
segundo a FAO, é a proteina mais consumida no mundo (15-20Kg percapita),
podendo-se utilizar desde o descarte da filetagem, até espécies que possuem baixo
valor comercial. Isto permite aumentar a disponibilidade de produtos pesqueiros,

sem aumentar a captura de pescado (KUHN e PRENTICE, 1999).

O surimi é uma base protéica de pescado de alta qualidade e funcionalidade,
obtido a partir da CPMS e resultado de um processo tecnoldgico de lavagens e
congelamento. E a matéria-prima empregada para produzir o que durante séculos foi
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elaborado no Japdo como produtos tipo kamaboko, que sdo géis termoestaveis

formados pelo aquecimento do surimi (SUZUKI, 1987).

Os produtos a base de surimi e derivados possibilitam uma infinidade de
aplicacdes, desde a sua utilizagdo em produtos com alto valor agregado, como
analogos presentes na fina culinaria, até produtos mais simples, que atendam a
necessidade social de demanda por proteina de origem animal de primeira
gualidade. Além disso, pela sua funcionalidade pode ser empregado como aditivo

em diversos produtos para uma melhor textura (TEJADA, 1991).

A preocupacao dos pesquisadores centra-se num dos maiores problemas
enfrentados na producédo de surimi e derivados: evitar a desnaturacao das proteinas
miofibrilares durante o processamento do gel termoestavel, haja vista serem estas
proteinas as responsaveis pelas suas propriedades texturais. Proteases neutras e
termoestaveis podem atuar nesta fase de processamento, ocasionando a quebra da
estrutura protéica altamente organizada, desestruturando o gel com perdas
irreparaveis na qualidade do produto (KUHN e SOARES, 2002).

A maioria dos estudos em desenvolvimento para controlar a protedlise
emprega inibidores de proteases, 0s quais sdo substancias protéicas, interferindo o
minimo possivel nas propriedades sensoriais do produto e resguardando, ao
maximo, a estrutura das proteinas miofibrilares. Os inibidores que atuam
provavelmente sobre os grupamentos sulfidrilicos da proteina parecem ser os mais
eficientes para manter a estabilidade do gel (MORRISSEY et al., 1993).

Entretanto, apesar dos avancos ja alcancados, ha necessidade de pesquisas
para avaliar melhor a resposta dos inibidores dentro do gel protéico miofibrilar, j& que
a atuacdo proteolitica difere entre as espécies, interferindo na resposta dos
inibidores (AN et al.,, 1994a; YONGSAWATDIGUL et al., 1995, 2000). Nado ha
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estudos dessa natureza no Brasil, constituindo-se num campo aberto a investigacdo

cientifica para o pescado, tanto de origem marinha como de agua doce.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de substancias
inibidoras de proteases albumina do soro bovino (BSA, uma fracdo do plasma) e
clara de ovo, além de verificar a presenca da transglutaminase, uma enzima que
guando presente favorece a estrutura protéica, aumentando a forca de gel. Foram
empregados ensaios fisicos (penetracdo, compressdo e coesividade) para
determinar a forca de gel e analises quimicas (indice de fragmentacdo miofibrilar e
de eletroforese em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE), para verificar a atuagao dos

inibidores na protecdo das proteinas responsaveis pela estrutura do gel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MATERIA-PRIMA

A pescada-foguete (Macrodon ancylodon), é um peixe demersal, da familia
Sciaenidae. E uma espécie da zona tropical e subtropical e distribui-se no Atlantico
Ocidental, desde a Venezuela até a Argentina (KUHN e SANTOS, 1998). As maiores

concentracdes dessa espécie encontram-se em duas regioes:

1 - Norte da América do Sul: ocorre da Venezuela até o nordeste ocidental do
Brasil;

2 - Regiao sul do Brasil: ocorre predominantemente no litoral do Rio Grande
do Sul.

A captura da pescada-foguete, no Rio Grande do Sul, alcanca a segunda
posicdo em volume de captura no estado, na ordem de 9-11 mil toneladas, com
grande parte desse sendo aproveitado para a filetagem, processo no qual o
rendimento apresentado € de 40%. O residuo, constituido pela cabeca, cauda,
visceras e espinhaco, sao destinados para a fabricacdo de Oleo e farinha de
pescado, sendo esta, utilizada como racdo animal, apresentando um baixo valor
comercial (KUHN e SANTOS, 1998; KUHN e PRENTICE, 1999).
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2.2 SURIMI

O surimi € o produto oriundo de muasculo de pescado, constituido por
proteinas sollUveis em solucfes salinas, principalmente miofibrilares. As proteinas
sdo extraidas a partir da carne mecanicamente separada, na fase inicial do
processo, formando um concentrado de alta qualidade nutritiva e excelente
funcionalidade (TEJADA, 1991; SUZUKI, 1987, BORDERIAS e TEJADA, 1987).

Trata-se de um concentrado protéico e a sua aplicacado, além do aspecto
nutricional, decorre principalmente das propriedades funcionais dessas proteinas. O
surimi ndo € um produto final: constitui a matéria-prima para elaboracao de produtos
tipo kamaboko, bastante consumidos no Japdo. Esses produtos sdo géis
termoestaveis formados no aquecimento do surimi, previamente tratados com sal
para solubilizacdo de sua proteina (SUZUKI, 1987; BORDERIAS e TEJADA, 1987;
MORAIS, 1994).

Referéncias mencionam a utilizacdo do surimi no Japdo desde o século IX,
contudo a sua importancia e o crescimento da industria ocorreu somente na década
de 60, com a utilizacdo de certos carboidratos para a protecdo das miofibrilas, no
seu estado congelado. Isso propiciou um produto final extraordinariamente estavel,
garantindo e ampliando o tempo de comercializagcdo de surimi, que passou a néo
mais depender de capturas sazonais dos pescados (SUZUKI, 1987; TEJADA, 1991).

No ocidente, a producao teve inicio no fim dos anos 70 e comeco da década
de 80, com o surgimento dentro do mercado norte-americano de produtos
conhecidos genericamente como analogos e que sao, fundamentalmente,
simulacBes de carne de mariscos, crustaceos e outros de igual importancia (LEE,
1984).
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Segundo estatisticas mundiais, a producdo de surimi no Alaska vem
aumentando, pois, em 1989, segundo Hamman (1990), foi de aproximadamente
140.000t, com um valor de 465,8 milhdes de délares, elevando-se para 815 milhdes
de dolares, em 1993. Estatisticas japonesas mencionaram que a producao de surimi
nos Estados Unidos em 1989 atingiu a cifra de 242.000t e no Japdo de 150.000t,
tendo sido consumido, neste dltimo pais, aproximadamente 450.000t. Nesse total
consumido 70.000t procederam dos Estados Unidos, 30.000t da Tailandia, 30.000t
da Nova Zelandia e as restantes 170.000t de outros paises. Também produzem
surimi em quantidades significativas Taiwan, Austrdlia, China e varios paises
europeus, 0s quais ainda nao dispde de estatisticas. A Nova Zelandia estimou que a
producédo de 1987 foi de 250.000t (OPPFELT, 1986).

Verifica-se que 0s paises europeus estdo com uma demanda crescente de
produtos a base de surimi, destacando-se entre estes, a Franca e a Espanha, com
mercados consumidores na ordem de 20 e 18.000t.ano™, respectivamente
(HOLMES, 1998). Na Tab. 01 demonstram-se as quantidades de importacdo de
produtos a base de surimi de alguns paises europeus, durante a primeira metade da
década de 90.

Tabela 01. Principais paises europeus importadores de produtos a base de
surimi (1000 t).

Pafs Periodo de importacao (anos)

1991 1992 1993 1994 | 1995 | 1996
Franca 13,9 13,4 14,2 18,0 19,1 17,9
ltalia 4,6 57 6,2 8,0 8,2 9,3
Espanha 12,5 14,6 11,6 15,9 18,7 18,4
Reino Unido 5,0 5,1 3,7 6,0 5,2 7,2

Fonte: Hempel, Seafood International (1999).
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No periodo entre 1997 e 2000, a producdo de surimi no Japao manteve uma
média de 50.000t.ano™ (GLOBEFISH DATABANK — FAQO, 2000). Na Tailandia, a
producdo média é de 65.000 t.ano™, enquanto que nas Américas, a maior producao
no ano de 1994 ficou com os Estados Unidos (209.000t); na América do Sul, a
Argentina e o Chile produziram 26.000 e 4.500t, respectivamente (HEMPEL, 1999).

Atualmente, utiliza-se o surimi como ingrediente em varios alimentos a base
de pescado, entre os quais destacam-se 0s escalopes e a fina culinaria dos pratos a
base de lagosta, caranguejo, siri, etc. A popularidade de produtos a base de surimi,
especialmente os analogos a caranguejo, vem estimulando investimentos nas
industrias alimenticias do setor pesqueiro dos Estados Unidos e Europa (LEE, 1984;
LANIER e LEE, 1992; HEMPEL, 1999).

2.3 FORMAGCAO DO GEL DE SURIMI

Quando submetido a tratamento térmico sob cocc¢ao, o surimi forma um gel
termoestavel, denominado kamaboko. O gel tem na sua textura, uma particularidade
gue o diferencia dos géis formados com outras proteinas de origem animal, pois a
sua textura perceptivel a mastigacdo é muito similar & do pescado “in natura”. Essa
caracteristica pode ser expressa em termos de forca de gel, que vem a ser o
principal indicador de qualidade e, consequentemente, do preco final do produto (AN
et al., 1996).

No surimi, a formacdo do gel ocorre a temperaturas inferiores a 40°C
(TEJADA, 1991). Na temperatura de 40°C e com adicdo de NaCl, forma-se um gel
translicido, suwari, pela solubilizacdo das proteinas miofibrilares, as quais se
hidratam e criam uma rede protéica, unida por pontes de hidrogénio, com interacfes
hidréfobas e ligacdes dissulfeto. Isto tem sido associado também, com a atividade da
transglutaminase, uma enzima enddgena na carne de pescado. As
transglutaminases podem formar ligacées do tipo e-(y-glutamyl)lys e tornar possivel

0s cruzamentos de varias proteinas, alterando a textura do suwari no processamento
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(SAKAMOTO et al., 1995). A transglutaminase € célcio-dependente, tendo como
subproduto de sua reacdo, a formagdo de ambnia. Desta maneira, serd possivel
inibir a acado da transglutaminase com a utilizacdo de agentes quelantes de célcio,
como EDTA, ou de sais do tipo NH4ClI, que possam gerar uma grande quantidade de
amonia (KUMAZAWA et al., 1995; SAKAMOTO et al., 1995).

Ao aumentar lentamente a temperatura do gel até 60°C, ou deixando-o0 a
temperatura ambiente, obtém-se o modori, que € o fenbmeno de quebra ou ruptura
da estrutura desta rede protéica, atribuido a acdo de proteases termoestaveis que
podem degradar a miosina rapidamente. O suwari, quando aquecido a 90°C, forma
um gel opaco denominado kamaboko. Nesse gel, a actomiosina induzida por efeito
do calor, aprisiona moléculas de agua, através de ligacdes cruzadas e interacdes
hidr6fobas (BORDERIAS e TEJADA, 1987; YONGSAWATDIGUL et al., 1995).

O mecanismo de formacdo do gel ocorre em dois estagios. Um, envolvendo o
desdobramento inicial da proteina e outro, a sua agregacdo. O aquecimento da
molécula protéica enfraquece as ligacdes que mantém as estruturas secundarias e
terciarias. Com a ocorréncia da desnaturacdo térmica, as moléculas protéicas
comecam a se desdobrar, aumentando a quantidade de agua ligada a proteina. A
interacdo subsequente proteina-proteina produz uma rede tridimensional, capaz de
reter as moléculas de agua, formando-se o gel. O aumento da viscosidade nas redes
tridimensionais mais fracas possibilitara uma fluidez na estrutura e o gel verdadeiro
ndo se formara. Por outro lado, as fortes interacbes entre as moléculas da proteina
produzem um colapso na rede e a agua sera expelida da estrutura. Um balanco
entre forcas repulsivas e atrativas €, portanto, importante para a formacao adequada
da estrutura do gel (KUHN e SOARES, 2002).

2.4 ATIVIDADE PROTEOLITICA

No musculo de pescado, como em outros tecidos, ocorrem numerosas

enzimas proteoliticas, todas proximas, constituindo um sistema altamente
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organizado e complexo. Durante a extracdo das proteinas miofibrilares para a
obtencéo do surimi, muito dessa organizacdo € perdida, ocasionando modificacdes
autoliticas post mortem no musculo de pescado, principalmente no posterior
processamento (STOKNES e RUSTAD, 1995).

As miofibrilas sdo suscetiveis a autélise por acdo das proteases musculares
endogenas. A atividade entre as numerosas proteinases presentes no musculo varia
conforme a espécie do pescado. Entretanto, € possivel destacar a atividade
proteolitica de dois grandes grupos: as catepsinas e as peptidases alcalinas estaveis
ao calor. A degradacdo das miofibrilas, especialmente a miosina, prejudica a
gualidade do surimi, com a perda substancial da forca de gel (MORRISSEY et al.,

1993; NIWA, 1992).

O componente mais importante a contribuir na formacéo do gel de surimi é a
miosina, pois a sua presenca e concentracdo sao determinantes na forca do gel.
Diversas proteases estdo envolvidas na degradacdo do musculo de pescado, sendo
as alcalinas apontadas como 0s principais agentes de tal desnaturacdo. Entretanto,
existem outras proteases, como a catepsina-L, que tem alta afinidade pela miosina e
ndo € completamente removida pelo processo de lavagem na elaboracdo do surimi.
(AN et al., 1994a, 1994b, 1996).

A desnaturacdo da proteina durante a estocagem de pescado congelado
decorre de alteracdes ou modificacdes conformacionais das proteinas miofibrilares,
ou, mais especificadamente, da agregacao causada pelo progressivo aumento das
ligacbes intermoleculares da miosina, as quais envolvem ligacdes de hidrogénio,
ibnicas, hidrofobas e pontes dissulfeto (JARENBACK e LILJEMARK, 1975).

A conformacdo nativa da miosina é fundamental para a formacgéo do gel. Nao
se consegue obter a maxima forca de gel quando a miosina for desnaturada antes

da gelatinizacdo. Residuos de aminoacidos hidr6fobos de actomiosina exposta ao



23

congelamento sao oriundos, principalmente, de componentes da miosina, indicando
gue o congelamento tem minimo efeito sobre 0 componente actina. Ao repetir-se o
processo de congelamento-descongelamento do surimi de merluza da Antéartida
(Merluccius spp) e de truta (Salmo gairdneri), observou-se aumento na desnaturacéo
da miosina, o que implica numa substancial diminuicdo da forca do gel (AN et al.,
1996).

A ocorréncia do modori, pela atividade proteolitica ou pelo aquecimento da
proteina, permanece como a principal causa de alteracdo da textura e
enfraquecimento do gel de surimi, embora ndo se tenha a comprovacéao definitiva do
fendbmeno (SUZUKI, 1987; KUHN e SOARES, 2002).

A textura do gel da proteina de pescado degrada-se proximo aos 60° C, mas é
um fendmeno ulterior, ou seja, somente vai ocorrer apds a formacdo da estrutura
desse gel (SHIMIZU et al., 1962). Entéao, primeiro forma-se o gel de actomiosina, que
posteriormente sofrera degradacéo, devido a um conjunto de fatores que interferem

na estrutura do gel durante o aquecimento.

Segundo Morrissey et al. (1993), ha desaparecimento da meromiosina pesada
com o aumento no tempo de aquecimento da proteina. Por outro lado, a pirélise da
actomiosina do musculo de pescado ndo ocorre abaixo de 100°C (SEKI, 1976).
Portanto, o desaparecimento da meromiosina pesada a 62°C, depende
exclusivamente da hidrélise da proteina, através da acéo proteolitica.

Makinodan et al. (1963), descreveram a degradacdo textural dos géis de
proteina de pescado, quando aquecidos a uma temperatura de 60-70°C, pela acéo
de proteases termoestaveis. Embora seja possivel uma 6tima atividade da catepsina
D, a temperatura de 60°C e pH 3, a mesma nao pode ser confirmada no musculo do
pescado, provavelmente devido ao seu alto valor de pH (MAKINODAN et al., 1985).
Anteriormente, comparando a atividade de protease muscular de varias espécies de
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pescado, Makinodan et al. (1984) encontraram maior nivel de atividade enzimética
na truta arco-iris (Salmo gairdneri). Para Iwata et al. (1974), o musculo da truta arco-
iris tem menor atividade de protease alcalina, a temperatura de 60-65° C, comparado
com musculo de vérios pescados de dgua doce e salgada.

A importancia da protease cisteina na textura do gel é devido a sua
termoestabilidade e habilidade para clivar ligacbes peptidicas internas, produzindo
cadeias peptidicas mais curtas, enquanto as exopeptidases somente podem clivar
ligacdes peptidicas terminais (AN et al., 1996). Para Yamashita e Konagaya (1990,
1991a, 1991b), tanto as catepsinas B e L, como a cisteina, podem abrandar a
textura do musculo de salmdo no periodo postmortem e em periodos de migracédo

para desova, onde foi notado um extensivo abrandamento do musculo.

Durante o processamento do surimi de merluza comum (Merluccius
argentinensis), ocorre uma remocao seletiva das proteases, ocorrida durante as
etapas de lavagem e drenagem, sendo removidas em sua maior parte, as catepsinas
B e H. A catepsina L, entretanto, ndo foi removida no processamento do surimi, e
mostrou maior atividade a 55° C, contribuindo para a sua hidrélise, sendo a principal
protease a contribuir para a degradacdo da textura e consequente diminuicdo na
forgca do gel. As catepsinas B e H mostraram maior atividade na faixa de temperatura
de 20 a 37°C, néo contribuindo assim, para a degradacdo do surimi no processo
convencional de aquecimento (AN et al., 1994b; MORRISSEY et al., 1993).

A atividade das enzimas proteoliticas difere entre as espécies ou até na
mesma espécie de pescado, como por exemplo, as diferencas entre as proteases do
tubo digestivo do salméo do Atlantico (TORRISSEN e TORRISSEN, 1985), ou das
catepsinas, no muasculo do salmdo no periodo da migracdo para a desova
(KONAGAYA, 1982; ANDO et al., 1985).
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Outras proteases, denominadas calcio-dependentes, colagenases, proteases
neutras e enzimas digestivas, como a tripsina, podem ter contato direto com o
musculo de pescado. Proteases neutras tém hemoglobina como substrato e maior
atividade entre pH 6,5 e 7, diminuindo-a quase totalmente na faixa de 55°C,
enquanto que as calpainas, utilizando caseina como substrato, atingem atividade
6tima em pH 7-8 e 30° C, perdendoa na temperatura de 45° C (ASHIE et al., 1996;
MAKINODAN et al., 1985).

A protease neutra pode atuar sobre a proteina durante a preparac¢éo da polpa,
influenciando o gel das proteinas miofibrilares de pescado. Ndo se pode dizer se a
calpaina atua durante a preparacdo da CPMS, porque a calpastatina, um inibidor
especifico para a calpaina, também existe naturalmente no musculo de pescado
(TOYOHARA et al., 1983).

A protease alcalina termoestavel tem sido apontada como a responsavel pela
degradacao textural do gel de surimi. Sua atividade foi demonstrada no musculo de
uma grande variedade de espécies de pescado, tendo sido caracterizada em estreita
faixa de pH (préximo a 8,0) e temperatura étima entre 50 e 70°C (ANet al., 1996;
BOYE e LANIER, 1988; NOMATA et al., 1985; TOYOHARA et al., 1987; WASSON,
1992; YANAGIHARA et al., 1991).

A protease alcalina atua ndo s6é em substratos exdégenos, mas na proteina
miofibrilar isolada (MAKINODAN e IKEDA, 1971; LIN e LANIER, 1980). A protease
alcalina hidrolisa a proteina do musculo ao redor de 60°C e numa faixa de pH
neutro. A simetria entre as curvas de atividade autolitica e forca de gel vs
temperatura, sugere fortemente uma relacdo da enzima com a degradacao textural
(MAKINODAN et al., 1985). O aquecimento a 65° C das miofibrilas do musculo de
salmao do Atlantico provocou, inicialmente, forte ativacao das proteases alcalinas. O
aquecimento adicional de 10 minutos, nessa mesma temperatura, j& induz um
predominante mecanismo de desnaturacdo da enzima (STOKNES e RUSTAD,
1995).
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Stoknes et al. (1993) constataram que a protease alcalina de musculo de
salmdo é mais estavel, nas temperaturas mais altas, do que a extraida do musculo
de arenque (Clupea arengus). Para varios autores (MAKINODAN e IKEDA, 1977,
TOYOHARA et al., 1987; KINOSHITA et al., 1990), a protease alcalina esta na forma
latente ou precursora in vivo. Essa enzima pode ser induzida a expor seu sitio ativo
por ativacao artificial, seja por aquecimento, adicdo de uréia ou radiacdo gama in
vitro. A protease alcalina presente na corvina (Argyrosomus argentatus) e salmao—
cdo (Oncohynchus keta) atingiu uma atividade oOtima na faixa de 65°C e foi mais
estavel ao calor no salmdo do que na corvina. Diferencas na sensibilidade ao
aquecimento podem refletir diferencas nas condi¢bes de vida do peixe, tais como
temperatura da agua e salinidade. Salméo do Atlantico e truta arco-iris, pertencentes
a familia Salmonidae, adaptam-se a salinidade e temperatura da 4gua (TOYOHARA
et al., 1987).

2.5 INIBIDORES DE PROTEASES

A atividade das proteases sobre o pescado tem um efeito adverso sobre as
propriedades de formacé&o do gel no surimi. A rede protéica é formada por ligacdes
cruzadas de actomiosina com ajuda de ligacdes de hidrogénio e hidr6fobas, com a
agua retida dentro da estrutura (KUHN e SOARES, 2002).

A funcionalidade das proteinas miofibrilares pode ser protegida pelo emprego
de baixas temperaturas, e/ou por tratamento quimico. Este ultimo considera o uso
dos inibidores de proteases (SAEKI et al., 1995).

Produtos a base de surimi, preparados com aquecimento mais prolongado,
geralmente utilizando forno a seco, podem apresentar maior acdo de proteases
endogenas e maior degradacao textural do gel. A qualidade, na manufatura desses
produtos, passa a depender da inibicdo da degradacdo (SAEKI et al.,, 1995). Os
aditivos protéicos sdo amplamente usados como inibidores de proteases, pois

melhoram as propriedades fisicas do gel de surimi e controlam a atividade das
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proteinases e sua estabilidade ao aquecimento, evitando a clivagem das proteinas
do musculo (AN et al., 1996; CHANG-LEE et al., 1989; MORRISSEY et al., 1993).

A protease, inibida no congelamento, pode ativar-se no momento da
elaboracdo dos produtos a base de surimi, pelo aumento da temperatura. A sua
degradacao sobre o gel, dependente de temperatura, foi demonstrada, previamente,
no surimi preparado a partir do muasculo cortado diretamente do pescado vivo
(LANIER, 1985). Demonstrou-se que a fonte do sistema enzimatico provém do
préprio tecido muscular e ndo de uma contaminac¢ao do intestino para o musculo do
pescado, durante a etapa de evisceracdo ou na obtencdo da carne de pescado
mecanicamente separada (SU et al., 1981), ou ainda, por infestacbes de parasitas
como Myxosporidian spp, conhecida por produzir uma protease com atividade similar
aguela presente naturalmente no muasculo de pescado (PATASHNIK et al., 1982).
Portanto, o controle requer o emprego adequado de inibidores de proteases, que ao
evitar a desnaturacdo, passa a interferir no mecanismo de formacéo do gel. Ocorre
gue essa acao proteolitica difere nos musculos do pescado, segundo as diferentes
espécies, ou seja, ha diferenca na velocidade de autdlise, consequentemente,
podem alterar-se o mecanismo inibidor e a possibilidade de obtencdo de um gel de
surimi com qualidade (YONGSAWATDIGUL et al., 2000).

Os compostos que reagem com grupamentos sulfidrilicos séo, provavelmente,
0s mais ativos inibidores (KUHN e SOARES, 2002). A eficacia dos inibidores de
proteases tem sido testada, particularmente, em espécies de aguas polares, como a
merluza da Antartida (Merluccius spp) e merluza comum (Merluccius argentinensis),
verificando-se que ha diferentes niveis de enfraquecimento do gel de surimi,
conforme a atividade das proteases (YONGSAWATDIGUL et al., 2000).

Pesquisas apontam a proteina do plasma bovino (PPB) como a de melhor
desempenho, em relagdo a outros inibidores (clara de ovo, extrato de batata,
proteinas do soro do leite), principalmente quando se considera a concentracao
requerida para aumento da forca de gel, sem interferéncia no sabor. O plasma
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bovino também tem menor custo, em relacéo a outras substancias inibidoras. Essas
vantagens transformam o PPB num inibidor potencialmente eficiente (KHAN et al.,
1979; LEE et al., 1991).

A albumina do soro, estruturalmente apresenta-se com uma cadeia simples de
polipeptideos, contendo 17 pontes dissulfeto, as quais estabilizam a molécula em
trés dominios similares e cada dominio tem um sitio para certas ligacdes fisiologicas.
Ligacbes com &acidos graxos de cadeia longa, no terceiro dominio estabilizam a
proteina e aumentam a temperatura de desnaturacdo da albumina de soro
(PETERS, 1985). A albumina é uma proteina hidréfoba, com uma estrutura flexivel e
tem alta afinidade por interfaces ar/agua (KATO et al., 1986).

No plasma bovino, a y-globulina foi a mais estavel, requerendo uma
temperatura maior para desnaturar-se. As a-globulinas contém cerca de 20
glicoproteinas e a quantidade de modificacbes de carboidratos de proteina para
proteina, alcanca até 40% ou mais por peso. A boa estabilidade da espuma da a-
globulina pode ser atribuida a seu alto conteddo em carboidratos, que pode
aumentar a viscosidade da lamina e retardar sua drenagem (RAEKER e JOHNSON,
1995).

A clara de ovo, um inibidor bastante eficaz, possui uma propriedade funcional
importante, onde a ovoalbumina, seu principal componente, tem a temperatura de
desnaturacédo coincidente com a temperatura de gelatinizacdo do amido, um produto
utilizado como ingrediente em varios produtos a base de surimi. Isso ocasiona um
aumento na viscosidade do produto, prevenindo a coalescéncia de células de ar e
fixando a estrutura interna, o que possibilita alcancar um maximo de volume antes
da fixacdo pelo calor. Ao lado destas propriedades, a capacidade espumante e de
emulsificacdo da clara de ovo contribuem para estabilizacdo das emulsdes,
destacando-se as globulinas (SHEPHERD e YOEL, 1976; DONOVAN, 1977,
RAEKER e JOHNSON, 1995).
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A ovoalbumina pode ser convertida para S-ovoalbumina, a forma mais estavel,
apresentando uma temperatura de desnaturacdo 8° C maior do que a ovoalbumina
(DONOVAN e MAPES, 1976), em ovos armazenados sob um periodo prolongado.
Sempre que esses forem utilizados, ha demora na desnaturacdo da proteina,
causando um excessivo crescimento do volume e, conseqientemente, um colapso
estrutural, diminuindo o volume do produto (MEEHAN et al.,, 1962; DONOVAN,
1977). A clara de ovo pode ainda propiciar odores indesejaveis, em niveis
requeridos para inibicdo das proteases do surimi (PORTER et al., 1993).

Na clara de ovo, a proteina onde se encontra a atividade inibitéria sobre a
protedlise é a ovostatina, relatada por Weerasinghe et al. (1996b), como homdloga a

02-M, seja na sua estrutura molecular, fungcdo ou mecanismo de inibicao.

Segundo Ashie e Simpson (1996), a a,-M presente tanto nas proteinas do
plasma bovino como na clara de ovo, inibiu de modo n&o competitivo as proteases
catepsina-D, tripsina, quimiotripsina e colagenase, controlando a atividade destas e
outras enzimas. Entretanto, em tecidos intactos ou em outros alimentos a base de
musculo, a sua atuacdo pode ser limitada, pela restrita penetracdo no tecido, devido
a barreiras de membranas e pelo seu préprio tamanho molecular. As proteases
podem ser relativamente inibidas no surimi e outros musculos picados, pela az-M.
Além disso, sua atividade ndo pareceu afetada pela baixa temperatura (4-7° C),
freqientemente encontradas na estocagem de alimentos musculares, assegurando

controle continuo das proteases, mesmo durante esse periodo.

O extrato de batata, ndo mostra quaisquer limitagées sensoriais como inibidor,
mas causa problema de perda na cor do surimi (REPPOND et al., 1995). Diversos
pesquisadores (AKAZAWA et al., 1993; CHANG-LEE et al., 1990; PIYACHOMKWAN
e PENNER, 1995; RYDER, 1991) propuseram o soro de leite concentrado para
enriquecer a forca de gel do surimi, em altos niveis, sem que nenhuma propriedade

sensorial negativa fosse relatada.
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Os principais constituintes do soro de leite concentrado sao: a [3-
lactoglobulina, a-lactoalbumina e soralbumina; sendo a B-lactoglobulina o principal
componente presente e a principal fonte de grupos sulfidrilicos livres, com seu efeito
tornando-se mais significativo para o incremento na forca de gel a valores de pH
acima de 7,0 (RAEKER e JOHNSON, 1995).

Pesquisas realizadas no surimi de merluza comum (Merluccius argentinensis),
utilizando soro de leite concentrado, apontaram para uma concentracdo minima de
3%, para tais proteinas poderem ser utilizadas como inibidoras de protease,
produzindo assim um surimi com uma forca de gel equivalente aos géis contendo
proteinas do plasma bovino a 1% (WEERASINGHE et al., 1996a). Neste caso, a
atividade inibitéria mais efetiva no surimi de merluza comum foi sobre a protease de
cisteina, a qual apresenta residuos no sitio ativo da protease (SEYMOUR et al.,
1994).

Por outro lado, a atividade da papaina diminuiu proporcionalmente com o
acréscimo do soro de leite concentrado. Também foi notada uma reducdo da
atividade da tripsina, de uma maneira linear, dentro da faixa estudada. No entanto,
para Weerasinghe et al. (1996a), as proteinas do plasma bovino a uma
concentragcdo de 1%, alcancaram maior eficiéncia quando comparadas com o
concentrado de proteinas do soro de leite, no enriquecimento da forca de gel do
surimi de merluza do Pacifico (Merluccius productus). A variacdo de resultados
aponta a necessidade de pesquisa, tanto nestes, quanto em novos inibidores de

protease, para aplicacdo em produtos a base de surimi (AKAZAWA et al., 1993).
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3 MATERIAL e METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Matéria-prima

A matéria-prima para o processamento de surimi foi o descarte do processo
de filetagem (residuo) da pescada-foguete (Macrodon ancylodon). A coleta foi
realizada na linha de processamento da industria Torquato Pontes Pescados Ltda. e
a obtencdo da carne de pescado mecanicamente separada (CPMS) ocorreu na

industria pesqueira Furtado S/A, localizadas na cidade de Rio Grande, RS.

3.1.2 Insumos e reagentes

O material empregado na obtencdo de surimi e kamaboko envolveu os

seguintes reagentes:

NaCl (Casa da Quimica Ind. e Com., Sdo Paulo);

Tripolifosfato de Sodio (LabSynth Produtos para Laboratério);
Sorbitol (LabSynth Produtos para Laboratério);

Peréxido de Hidrogénio (LabSynth Produtos para Laborat6rio);
Albumina de Soro Bovino, BSA, fraction V (Sigma Chemical CO);

-~ ® o 0 T p

Clara de ovo (Acros Organics);
Amido, fécula de mandioca (LabSynth Produtos para Laborat6rio);

Q
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h. NH4ClI (Vetec Quimica Fina Ltda);
i. Marcador padrao de proteina BenchMark Protein Ladder (Invitrogen
ref. 10747-012).

3.1.3 Infra-estrutura

3.1.3.1 Instalacdes

a. Planta de processamento das industrias: Torquato Pontes Pescados Ltda., e
Furtado S/A, situadas na cidade de Rio Grande — RS;

b. Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Fundacdo Universidade Federal
do Rio Grande, em Rio Grande — RS;

c. Laboratérios do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, da
Universidade Federal de Pelotas, dentre eles: Laboratério de Analises
Bromatoldgicas e Bioquimicas, Laboratdrio de Biotecnologia de Alimentos e
Laboratorio de Controle de Poluicéo;

d. Laboratérios do Centro de Biotecnologia, da Universidade Federal de Pelotas;

e. Laboratério da Industria de Alimentos da Embrapa — Centro de Pesquisa
Agropecuéria de Clima Temperado - CPACT, Pelotas — RS.

f. Centro de Gendmica, do Departamento de Fitotecnia da UFPel.

3.1.3.2 Equipamentos

a. Despolpadeira Baader, mod. 694 (Industria Furtado);

b. Prensa, refiner, freezer horizontal (Laboratério de Tecnologia de Alimentos,
DQ/FURG);

c. Espectrofotdmetro Micronal, B442 (Laboratério de Controle de Polui¢céo),
Agitador Kline, Fonte para Eletroforese Life Technologies Model 250, Mini-V
8-10 (Lab. Biotecnologia de Alimentos - DCTA/UFPel), Agitador Turrax, (Lab.
Analises Bromatoldgicas e Bioquimicas - DCTA/UFPel);

d. Maquina Universal de Teste Instron, Mod. 1130, Instron Corp. Canton, MA
(Embrapa - CPACT);
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e. Centrifuga refrigerada Sorvall — RC5C Refrigerated Superspeed Centrifugue,
Sorvall Equipaments, Du Pont Instruments, Newtown, CT (Centro de
Biotecnologia — UFPel);

f. Centrifuga Eppendorf 5810R (Centro de GenOmica, Departamento de
Fitotecnia, UFPel).

3.2 METODOS

3.2.1 Processamento do surimi

A seqliéncia de operacBes necessarias para o processamento do surimi
elaborado a partir de sub-produtos do processamento da pescada, pode ser
observada na Fig. 01 e seguiu o modelo proposto por Kuhn e Prentice (1999) e Kuhn
e Santos (1998).

A obtencdo da matéria-prima, com seu tratamento inicial até a separacdo
mecanica, ocorreu na industria Torquato Pontes Pescados Ltda. O processo de
separacdo mecanica da carne, utilizando a separadora Baader, modelo 694, foi
realizado na industria pesqueira Furtado S/A. A seqliéncia de operacdes apds estas
etapas foi realizada no Laboratério de Tecnologia de Alimentos do Departamento de

Quimica, na Fundacédo Universidade Federal do Rio Grande, FURG.



Watériaprima

.

| Agua dorada(Sppmi I

Traamerto & | svaem

Cabega, vEraa &
£angue

'

Esprhs

Separacio mecinica da
came

Agua dorada (Sppmi,
S«T< 10°%C, t< Trnin #

Ha0z(5% NaCl{1%)

Lavagem 0F

Drenagesm (penaramento)

N

Residua hiquida

Agua dorada (SppmiL
ST« 0%, 1< Tmin +

HaDz (5% MaCI(1%)

Lavagem 02

Drenagesm (pensramenta)

R

Residua quide

——

C=sos, pele, espinhas
& AT

Crenanem (prensa) -

Excesso de 3gua

Soabitol (9%) +
Teipodifaatato (0,3%) #

BSAC %)+ BV (2%)

Midra

Cortelamento

==
]
)
e
==
===
—
a__=

FIGURA 01. Fluxograma para o processamento tecnolégico de surimi de

sub-produtos da pescada-foguete (Macrodon ancylodon).

34



35

Os espinhacgos da pescada-foguete, provenientes da linha de processamento
da filetagem, foram submetidos ao tratamento inicial, com a remocao da cabeca,
restos de visceras e sangue, seguido de lavagem em agua clorada (5ppm) para

retirar sujidades e diminuir a contaminagéo microbiana.

Para obtencdo da CPMS, se utilizou uma separadora mecanica de carne,
despolpadeira Baader modelo 694. O processo consistiu em uma compressao
mecanica dos espinhacos sobre um cilindro perfurado com 5mm de diametro,
permitindo separar a carne das espinhas, pele e escamas. A polpa foi retirada pelo
movimento rotatorio do cilindro, que contém em seu interior um parafuso de rosca
sem-fim. O rendimento da operacdo depende da pressado aplicada sobre a matéria-
prima, de sua qualidade e do tamanho das perfuragdes do cilindro.

O ciclo de lavagens constituiu-se de duas lavagens da polpa, utilizando-se em
cada lavagem uma relacdo entre polpa e agua de 3:1 (p/v), a temperatura de
trabalho entre 5-10° C, por um tempo de 57min e concentracdes de 1% de cloreto
de sédio (NaCl) e 5% de peréxido de hidrogénio (H.O). Entre cada lavagem foi
realizada uma drenagem (peneiramento), para remocdo do excesso de agua e

preparo da polpa para a lavagem seguinte.

ApOs o peneiramento decorrente da segunda lavagem, teve inicio a fase de
refino, com o objetivo de retirar fragmentos indesejaveis, tais como pele e escamas,
gue porventura tivessem permanecido junto a polpa. Foi adotado o refino por
compresséo da polpa em um cilindro perfurado (2mm de diametro), ficando retidos e
separados os fragmentos de espinhas, pele e escamas.

A drenagem final da polpa foi através do processo de prensagem, para a
retirada do excesso de agua e atingir uma umidade na faixa de 70-75%, proxima ao
nivel de umidade do musculo. A seguir, a polpa foi dividida em cinco por¢cdes de
500g (1 controle, 2 para surimi com BSA e 2 para surimi com clara de ovo) e
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adicionados os agentes crioprotetores (sorbitol e tripolifosfato de sédio), juntamente

com os inibidores BSA a 1% e clara de ovo a 3% (variaveis independentes do

tratamento estatistico), com a finalidade de conservacdo e protecdo da estrutura

protéica. Aplicou-se o congelamento (-20°C) para conservacao dos blocos de surimi

e o produto foi estocado até o momento de realizacdo das andlises.

3.2.2 Preparo dos géis Kamaboko

Para o preparo dos géis kamaboko, foram utilizadas cinco diferentes

formulagdes de surimi, demonstradas na Tab. 02.

Tabela 02. Formulagbes para o surimi de sub-produtos da pescada-foguete

(Macrodon ancylodon).

TRATAMENTO? INIBIDORES
sC —
S2 BSA (1%)
S3 BSA (1%) + NH4Cl (0,7%)
sS4 EW (3%)
S5 EW (3%) + NH4Cl (0,7%)

* Surimi: SC, controle; S2, com BSA; S3, com BSA e NH.CI; S4, com clara de

ovo; S5, com clara de ovo e NH4Cl.

A sequéncia de operacfes para a obtencdo dos géis kamaboko é

demonstrada na Fig. 02 e foi baseada nos modelos propostos por Morrissey et al.

(1993) e Sakamoto et al. (1995).
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FIGURA 02. Fluxograma de operacfes para obtencao dos géis kamaboko
de surimi de sub-produtos da pescada-foguete (Macrodon
ancylodon).

Para o preparo dos géis, foram pesados 300g de surimi previamente
descongelado, com os ingredientes (NaCl 2%, fécula de mandioca 5%, NH4Cl 0,7%)
adicionados e misturados (manualmente, com graal e pistilo) a cada uma das
formulacbes (Tab. 02). Apdés a mistura, as amostras para cada tratamento foram
colocadas em formas cilindricas com 2,5cm de altura e diametro, sendo entdo

submetidas a diferentes condi¢Oes de aquecimento, demonstradas na Tab. 03.

Tabela 03. Formas de aguecimento para obtencao dos géis kamaboko.

Agquecimento | Temperatura (°C)| Tempo (min)

A* 90 15
B 90 30
C 60 e 90 30e15

* Controle
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3.2.3 Metodologia analitica

3.2.3.1 Caracterizacao fisica

Os ensaios fisicos para avaliar a forca do gel (testes de firmeza, compressao
e coesividade) foram realizados na maquina de provas universal Instron, na
EMBRAPA — Clima Temperado, Unidade Cascata.

3.2.3.1.1 Forca de gel

A forca de gel foi avaliada através de um teste pontual de penetracao,
utiizando a maquina Instron, calibrada com uma célula de carga de 2,0Kg,
velocidades de penetracdo e de carta de 10cm.min™ e com um probe esférico de
5mm de diametro, em amostras cilindricas (altura e diametro de 2,5cm), com trés
repeticdes. A forca é funcdo da profundidade de penetracdo, a qual € determinada
no momento em que o probe penetra totalmente na amostra, de modo a controlar a
heterogeneidade local (SAKAMOTO et al., 1995).

3.2.3.1.2 Compressao e Coesividade

Em um mesmo ensaio na maquina Instron, mediram-se as forcas de
compresséao e coesividade. Para tanto, utilizou-se de uma célula de carga de 50Kg,
velocidades de carta e cabeca de 10cm.min™, célula plana de pistdo chato (35mm
de didmetro) para a dupla compresséo, em amostras cilindricas (altura e diametro de
2,5cm), com trés repeticées. A forca de compressao € avaliada primeiramente até
uma altura determinada experimentalmente, onde a amostra ndo deve perder sua
forma, ou seja, ndo entre em colapso e rompa. As amostras suportaram uma
compresséao de 1/4 de sua altura (sentido axial), registrando-se graficamente a forca
exercida nesse momento. Para a coesividade, submeteu-se a mesma amostra a
uma segunda compressao de modo separado e consecutivo, registrando-se a forca

de compressdo. A razado das areas obtidas (A; e A;) sdo transformadas em
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coesividade (AREAS e LAWRIE, 1984; BOYE e LANIER, 1988; SOARES e AREAS,
1995).

3.2.3.2 Determinac¢des quimicas

3.2.3.2.1 Umidade

Para andlise da umidade, foi utilizado o método de secagem em estufa a
105+3°C, com circulacdo natural de ar, até peso constante, em trés repeticdes e com

5,0 gramas para cada amostra (AOAC, 1995).

3.2.3.2.2 indice de Fragmentac&o Miofibrilar

Amostras de surimi foram misturadas a um tampao fosfato (10 vol) com baixa
forca ibnica, sendo a solucdo homogeneizada (Ultraturrax) e centrifugada duas
vezes (5.500rpm, 20min), em centrifuga refrigerada Sorvall — RC5C (Refrigerated
Superspeed Centrifugue, rotor SS-34, Sorvall Equipaments, Du Pont Instruments,
Newtown, CT), com o sobrenadante descartado. A seguir, o precipitado foi
ressuspendido (10 vol) num segundo tampéo, de forca iGnica elevada, sendo
homogeneizado e centrifugado duas vezes, com o sobrenadante agora recolhido e
identificado como proteina miofibrilar. Finalmente, determinou-se a concentracao das

proteinas da fracdo soluvel, pelo método de Biureto (CHANG-LEE et al., 1990).

A fragmentacé@o miofibrilar foi determinada a partir de uma aliquota de 10ml de
extrato protéico, contendo 0,5 mg.ml” de proteina, através da homogeneizacao
controlada, a temperatura de 2°C, durante 20s (agitador de tubos). A fragmentacdo
desenvolvida nessa aliquota, pela homogeneizacao, foi quantificada como unidades
de absorbancia a 540nm (Espectrofotdmetro Micronal B442) e multiplicando-a pelo
fator 200, denomina-se indice de fragmentagdo miofibrilar (DAVEY e GILBERT,
1968).
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3.2.3.2.3 Eletroforese SDS-PAGE

A extracdo da proteina para eletroforese adotou o modelo proposto por
Morrissey et al. (1993). Amostras de kamaboko finamente fatiadas foram
adicionadas a uma solugcdo de SDS 5%, pré-aquecida a 95°C, na proporcdo 1:9
(p/v), sendo homogeneizada (Ultraturrax) até que nenhuma particula fosse
observada. Apos, a mistura foi incubada em banho-maria (80° C, 1h) para dissolver
completamente a proteina miofibrilar. A amostra foi entdo centrifugada (17.500XG,
20’, Centrifuga Eppendorf 5810R, rotor F-34-6-38 fixed angle) em temperatura
ambiente e o sobrenadante coletado. A quantificacdo de proteina foi determinada
pelo método de Lowry et al. (1951).

Para a corrida em SDS-PAGE adotou-se a metodologia descrita segundo
Laemmli (1970). Na corrida em gel, aplicaram-se 15ul da amostra, contendo
aproximadamente 40ug de proteina, de acordo com Lin e Park (1996). O padréo
protéico (curva de calibracdo) utilizado, foi o marcador padrao de proteina com

proteinas de peso molecular na faixa de 220-15 kDa.

3.2.3.3 Anadlise estatistica

O experimento foi conduzido segundo delineamento experimental inteiramente
casualizado, em um esquema fatorial 5x3x3 (5 formulagdes x 3 tipos de aquecimento
x 3 repeticbes). A comparagdo de meédias e a interagcdo entre os tratamentos foram
realizadas através de andlises de variancia aplicando-se o teste de Duncan, a 5% de
significancia (YATES, 1937), utilizando o software Statistica 5.0 para Windows
(STATSOFT, 1998).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas fisico-quimicas do gel kamaboko de pescada-foguete

Os resultados das avaliagfes fisico-quimicas no gel kamaboko de pescada-
foguete encontram-se na Tab. 04. Nesta, estdo relacionados os valores de umidade
e o indice de fragmentacdo miofibrilar que, juntamente com as analises de
compresséo, coesividade e firmeza, vao indicar a influéncia dos inibidores de
protease sobre a forca de gel. A compressdo depende da capacidade de
geleificacdo da proteina, sob aquecimento, estando relacionada a fatores como
integridade e coesividade da matriz protéica; enquanto que as condi¢des do gel, em
termos de uniformidade e densidade, sdo mais bem avaliadas pelo teste da

penetracdo, também denominado de firmeza.



Tabela 04. Parametros fisico-quimicos dos géis kamaboko da pescada-
foguete (Macrodon ancylodon), segundo diferentes tratamentos.

Parametros fisico-quimicos

Tratamentos*
Firmeza(g) |[Compressao(g)| Coesividade |{Umidade(%)| IFM
Sla 219,172 1866,67c 0,7431b 73,6855b 15,4b
Slb 205,83b 2225,00c 0,7382b 73,0579¢c  15,7b
Slc 234,752 2116,67c 0,8038a 73,4982c 17,1b
S2 a 199,37b 2255,00b 0,8205a 73,7852a 17,2b
S2b 216,36b 2433,00b 0,7018c 73,1054c  18,2b
S2c 206,25b 2751,67b 0,7728b 74,0011a 16,2b
S3a 202,00b 3208,33a 0,7899a 73,1220c  13,2c
S3b 209,37b 3026,67a 0,7420b 73,2972¢c  18,0a
S3c 206,07b 2866,67a 0,7866a 73,3890c  20,8a
S4 a 205,31b 2325,00b 0,8128a 73,0309c 14,1c
S4 b 206,36b 2515,00b 0,6698c 72,9359¢ 16,7b
S4c 209,42b 2620,00b 0,7847a 72,4717b  17,2b
S5a 179,00c 2483,33b 0,7992a 74,4514a 19,2a
S5b 199,09c 2446,67b 0,8211a 73,4734c  15,6¢
S5¢ 195,92¢ 2533,33b 0,8339a 74,2809a 17,4b

*(S1) controle; (S2) surimi com BSA,; (S3) surimi com BSA e NH4CI; (S4) surimi com clara de

ovo; (S5) surimi com clara de ovo e NH4Cl; (a) 90° C, 15min; (b) 90° C, 30min; (c) 60°, 30min

+ 90°C, 15min. IFM: indice de fragmentacdo miofibrilar. Letras diferentes nas colunas
denotam diferenca no teste de Duncan com 5% de probabilidade de erro.

4.1.1 Influéncia dos tratamentos na forca de gel

42

Os resultados do teste de Duncan, para o ensaio de firmeza, apontaram uma

influéncia dos tratamentos sobre a forca de gel. Neste teste, a menor resisténcia dos

géis apontou para o tratamento S5, com a presenca do inibidor clara de ovo e da

combinacao de sais em todas as formas de aquecimento, com diferenga significativa

(P<0,05), em relacdo ao controle, que apresentou os melhores resultados para os

tratamentos Sla e Slc, em relacdo aos demais. Para os tratamentos com o0s
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inibidores BSA (S2, S3) e clara de ovo (S4), ndo houve diferenca significativa
guando comparados entre si. Uma melhor visualizacdo desses resultados €

apresentada na Fig. 03.

FIGURA 03. Caracterizacdo da forca de gel (g), de géis kamaboko de
pescada-foguete (Macrodon ancylodon), para o ensaio de
firmeza, em relacdo aos diferentes tratamentos.

A maior forca de gel das amostras controle em relacdo aquelas contendo
inibidores, para o teste de firmeza, contrariou o esperado, pois diversos autores
(MORRISSEY et al., 1993; REPPOND e BABBITT, 1993; WEERASINGHE et al.,
1996a; SEYMOUR et al., 1997) relatam que em outras espécies ja estudadas, a
tendéncia foi de que a presenca de inibidores e aditivos resultou em aumentos na
forca de gel. No entanto, esse comportamento pode ser explicado pela maneira
como os géis foram preparados. A forma manual seja na mistura dos ingredientes,
utilizando graal e pistilo, como no modo de acondicionamento para cocgdo e
congelamento, juntamente com a dificuldade apresentada para acomodacdo da
amostra de surimi dentro do tubo para a cocc¢éo, que resultou em uma compactacéo
irregular. Isso somente foi evidenciado na retirada do gel dos tubos, ao término do
aguecimento, onde pequenos e difusos espacos na superficie da amostra
denunciaram a presenca de ar. Como o teste de penetracao € um teste pontual, isto
€, somente uma regido da sec¢do transversal € submetida a penetracao, as variacoes
na densidade da matriz e qualquer defeito ou a ndo homogeneidade, como bolsas
de ar e ingredientes adicionados, pode alterar a forca necesséaria a penetracao,
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influenciando os resultados. Assim, a resposta obtida pode ndo ser representativa do

todo, sendo menos sensivel para a discriminagcdo entre os diferentes tratamentos.

Isto também foi observado por Lee e Chung (1989), confirmando que os testes
de penetracdo ndo sao ideais para descrever as caracteristicas do gel de surimi das
diferentes espécies, pois dependem muito das condi¢des de processamento. Barreto
e Beirdo (1999), estudando as propriedades texturais do surimi de tilapia
(Oreochomis spp), em condicdes de processamento iguais ao do presente
experimento, citam as mesmas dificuldades, onde as curvas de penetragcédo
apresentaram varios picos. Diferentes modos de preparo da massa de surimi foram
testados por Babbitt e Reppond (1988), entre os quais, 0 uso de vacuo na mistura
dos ingredientes e no momento da embalagem. Amostras embaladas a vacuo
aumentam a densidade dos géis, gerando mais forca, independente do tipo de
misturador utilizado. Sem a presenca de vacuo, o tipo de misturador utilizado sempre
apresentou diferenca estatistica (P<0,05) nos resultados para o ensaio de firmeza
dos géis.

Contudo, a integridade estrutural da proteina também esta relacionada com a
resisténcia a compresséo e coesividade (LEE e CHUNG, 1989). O comportamento
da compressao obtida para o gel de surimi de pescada-foguete, pode ser observado
na Fig. 04.
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FIGURA 04. Forca de compressao (g) de géis de surimi de pescada-
foguete (Macrodon ancylodon) em relacdo aos diferentes
tratamentos.

O gel de surimi de pescada-foguete, mesmo sem a utilizacdo de inibidores,
teve uma forca de compressdo média (2,0Kg), maior que a do surimi de tilapia
(1,0Kg), estudada por Barreto e Beirdo (1999). Boye e Lanier (1988), estudando o
gel de xixarro do Atlantico (Brevoortia tyrannus), encontraram igualmente uma média
de 2,0Kg para a forca de compressdo, em géis sem inibidores e processamento

térmico similar.

Através do teste de compressdo foi possivel observar as diferencas de
comportamento do gel de surimi de pescada entre os diferentes tratamentos. A
formulacdo apresentou influéncia significativa (P<0,05) na forca de compresséo, em
relacdo ao controle, independente do tratamento térmico aplicado sobre o surimi. O
gel kamaboko contendo BSA e NH4ClI (S3) apresentou o melhor resultado para este
teste, suportando mais de 3,0 Kg de compressdo. As amostras contendo BSA e
clara de ovo, com e sem NH4Cl, embora significativamente melhores (P<0,05) em
relacdo ao controle, ndo apresentaram diferenca entre si, sendo inferiores ao

tratamento S3.
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Pode-se afirmar que o0s ensaios de compressao nao exigem preparacao
especial da amostra, a ndo ser, sua uniformidade geométrica para uma consistente
resposta a forca de deformacado, dentro de um mesmo grupo de amostras. Essa
uniformidade poderia ser alcancada com um gel cilindrico, com um corte em sua
secao transversal, formando um angulo reto. Comprimindo-se a amostra no sentido
axial (1/4 da sua altura) a resisténcia a compressdo pode ser obtida
experimentalmente, atingindo-se a maxima forca no ponto em que a estrutura
cilindrica ndo se rompa, mesmo quando a superficie inteira de contato estiver
submetida a carga, o que refletiria, sem duvida, um melhor comportamento da

estrutura do gel.

A influéncia dos tratamentos térmicos sobre a variavel coesividade observada
na Fig. 05 foi bastante significativa. Os aquecimentos, a 90° por 15min e em dois
estagios (60° C, 30min seguido de 90°C, 15min), foram os mais adequados para
obtencdo da maior coesividade em géis kamaboko de pescada-foguete, com uma
melhor textura elastica (ashi). Esses dois tratamentos térmicos foram
significativamente melhores (P<0,05) que o aquecido a 90° C por 30min, mas néo
apresentaram diferenca entre si. Portanto, associando os resultados de compresséo
com a coesividade, tem-se a indicacdo de que o aquecimento em um Unico estagio e
com a presenca de BSA resultou na melhor combinacdo, com maior forca de gel,
expondo a proteina por um tempo de cocg¢do menor. Um tempo prolongado de
coccdo, no tratamento térmico (B) a 90°C por 30min, trouxe maior prejuizo a

estrutura protéica, desnaturando excessivamente a matriz do gel.
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FIGURA 05. Caracterizacdo da coesividade de géis de surimi de pescada-
foguete (Macrodon ancylodon) frente aos diferentes
tratamentos.

Esses resultados de compressdo e coesividade do gel sugerem uma
contribuicdo dos inibidores no tratamento em dois estagios, ao favorecer uma melhor
conformacao das proteinas, caracterizando o suwari, uma vez que o aumento dos
valores de compresséo e coesividade dos géis de surimi, contendo os inibidores,
indicam uma acgéo protetora na estrutura das proteinas miofibrilares, melhorando sua
funcionalidade. Baseados em diferentes processos de aquecimento em géis de
arenque do Pacifico (Clupea arengus pallassii), Reppond et al. (1995) também
verificaram um favorecimento do suwari, pelo uso de diversos inibidores, com
destaque para o extrato de batata, BSA e para clara de ovo, avaliando compressao,

firmeza e torgéo.

Segundo Saeki et al. (1995), a forca de gel de surimi de salméo (Salmo salar)
€ beneficiada com um pré-aquecimento (40-60°C) até 30min, o que confirmou os
resultados com o gel de pescada-foguete. Aquecimento além desse tempo (30min),
segundo 0s mesmos autores, propicia uma acao proteolitica, enfraquecendo o gel
(modori). Boye e Lanier (1988), estudando o comportamento dos géis de xixarro do
Atlantico, demonstraram que um tratamento a 40°C por 10min, prévio ao
aquecimento a 90°C, por 10min, comportouse como 0 mais adequado para 0
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assentamento das proteinas, atingindo melhores resultados no teste de compressao,
sem a utilizacdo de inibidores. Maiores tempo e temperatura, na primeira fase de
aguecimento, aumentaram a atividade proteolitica, que atingiu atividade o6tima a
60° C, pH 7,5 e tempo de 90-120min.

4.1.2 Influéncia dos inibidores BSA e clara de ovo

A Fig. 06 indicou que, os diferentes tratamentos, quando submetidos a uma
forca de compresséao, apresentaram diferenca significativa (P<0,05) entre si e para o
controle, independentemente do tratamento térmico. Dessa maneira, foi possivel
verificar que os inibidores empregados demonstraram capacidade de proteger a
estrutura protéica responsavel pela formacéo do gel, mesmo em condi¢cbes proprias
para a atividade proteolitica.

yeas @ 0T

FIGURA 06. Caracterizacédo da forca de compressao (g) de géis de surimi
de pescada-foguete (Macrodon ancylodon) nos diferentes
tratamentos.

A estrutura do gel, formado no surimi de merluza da Antértida, estudada por
Reppond e Babbitt (1993), com a clara de ovo como inibidor, também foi superior ao
controle no teste de firmeza, embora inferior as proteina do plasma (PPB). Para
Wasson (1992), também o inibidor PPB a 3% foi mais efetivo do que o surimi

contendo clara de ovo na mesma concentracdo. Os resultados de firmeza e
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elasticidade de géis de surimi, tanto de sardinha (ROUSSEL e CHEFTEL, 1988)
como de merluza da Antartida (CHUNG e LEE, 1990 e MORRISSEY et al., 1993),
indicaram que o BSA ou a clara de ovo aumenta a forca do gel, em relagcdo ao
controle, comprovando os dados obtidos no experimento.

A maior estabilidade térmica da BSA pode explicar o seu melhor desempenho
(P<0,05) em relacdo ao de clara de ovo, nos testes de compresséo e coesividade. O
BSA, um dos componentes das proteinas do plasma bovino (PPB), apresenta a
fracdo y-globulina, que é termoestavel e, segundo Raeker e Johnson (1995), requer
maior temperatura de desnaturacdo. Seymour et al. (1997), estudando a BSA, em
combinagcdo com a fragédo globulina (FIV-1), demonstraram que o aumento da forca
de gel termo-induzido foi superior ao obtido com a fracdo isoladamente, o que
sugere uma interacdo sinérgica entre a BSA e a fracao az-macroglobulina (az-M). A
concentracdo do inibidor € um fator adicional a considerar nos resultados obtidos,
visto que 3% de BSA foi considerado uma concentracdo adequada para enriquecer
o gel de surimi, equivalendo a 1% das proteinas do plasma (PPB), ou seja, acima da
concentracao utilizada neste experimento, com géis de surimi de pescada-foguete.
Inclusive a albumina, ainda segundo Seymour et al. (1997), pode formar um gel
préprio em concentracbes maiores que 4%, incrementando as ligacdes dissulfeto e

contribuindo para a estabilidade do gel.

Os aumentos na forca de gel de surimi, contendo a clara de ovo, em relacéo
ao controle, deve-se a presenca de ovostatina (WEERASINGHE et al., 1996b), a
gual apresenta estrutura molecular e fungcdo homéloga a a,-M, além do mecanismo
de inibicdo. A clara de ovo também contribui para o aumento da forca de gel, através
da capacidade de coagulacdo de suas proteinas (RAEKER e JOHSON, 1995),
juntamente com a gelatinizacdo do amido utilizado no gel de surimi. Isso ocasiona
um aumento na viscosidade da massa protéica, a qual previne a coalescéncia das
células de ar no interior da estrutura, aumentando o volume sem, no entanto,

contribuir com a estabilidade da mesma.
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4.1.3 Influéncia do NH4CI como inibidor da transglutaminase

O gel kamaboko, contendo NHsCl como inibidor da transglutaminase,
associado ao BSA ou a clara de ovo, aumentou significativamente (P<0,05) a forca
de gel, em relagdo ao controle (sem inibidor e sal de amdnio) e aos géis com BSA e
clara de ovo, somente. Como a transglutaminase tem uma acdo oposta ao das
proteases na protecao do gel, o aumento verificado para a forca de gel, em relacao
aos géis com BSA e clara de ovo, indicou que ndo ha presenca dessa enzima no
surimi de pescada-foguete. Se a transglutaminase estivesse presente, o sal de
amoénio deveria ter inibido sua atividade, principalmente nas etapas com o pré-
aguecimento, enfraquecendo o gel, uma vez que a transglutaminase € uma enzima
gue pode estar naturalmente presente na carne de pescado e atuar como
catalizadora, favorecendo a formacdo da estrutura protéica tridimensional
responsavel pela geleificacdo dos produtos a base de surimi, durante o
processamento térmico, principalmente no aquecimento inicial, o que resulta no
melhor assentamento das proteinas (suwari), resultando em uma forca de gel
superior (NIWA, 1992). Entretanto, esse comportamento somente foi verificado no
teste de penetracdo, na formulacdo S5 (clara de ovo e NH4Cl), onde a fraca for¢a de
gel foi devida, possivelmente, as caracteristicas funcionais das proteinas da clara de

(0)V/oR

O comportamento do gel kamaboko de pescada com o sal de amonio difere
daquele encontrado por Kumazawa et al. (1995), no surimi de merluza da Antartida,
0 qual confirmou a acdo da enzima nesse gel, ao verificar uma reducéo de 50% na
forca de gel, com o uso de NH4Cl como inibidor da enzima. A auséncia da
transglutaminase no gel de surimi de pescada-foguete € confirmada no experimento

pela maior forca de compresséo na formulagéo S3, contendo BSA e NH4ClI.
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4.1.4 Influénciadaumidade

O conteudo médio de umidade do surimi de pescada-foguete alcangcou um
valor médio de 79%. Na Tab. 05 estdo demonstradas, além do valor médio geral de

umidade, as médias referentes aos tratamentos.

Tabela 05. Valores de umidade no surimi de pescada-
foguete (Macrodon Ancylodon).

TRATAMENTO? UMIDADE(%)
SC 79,2539
SBSA 80,2589
SEW 78,4710
Total 79,3174

* Surimi: SC, controle; SBSA, com BSA; SEW, com clara de ovo.

O teor de umidade é um dos fatores criticos no processamento do surimi e
tem influéncia significativa na textura do gel kamaboko. Os percentuais de umidade,
descritos na Tab. 05 foram menores do que os encontrados Kuhn e Prentice (1999),
onde a melhor umidade do surimi de pescada foguete atingiu a faixa de 82%. Nos
produtos a base surimi, um menor conteudo de umidade possibilitard um gel com

maior qualidade, o que se refletirh numa maior forca de gel.

Os niveis de umidade dos géis kamaboko, relatados na Tab. 04 (item 4.1),
sofreram influéncia significativa (P<0,05) das formulagcdes e dos tratamentos
térmicos, o que foi caracterizado na Fig. 07.
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FIGURA 07. Interacdo dos tratamentos na umidade de géis kamaboko de
pescada-foguete (Macrodon ancylodon).

Os menores teores de umidade nos géis kamaboko da pescada-foguete foram
encontrados nas amostras que continham BSA como inibidor, nos tratamentos S2 e
S3, o0 que foi devido as condi¢cdes de processamento (item 3.2.1) e caracteristicas
dos inibidores (itens 2.5 e 4.1.2).

O menor conteddo de umidade nas amostras com BSA induziu uma maior
forca de compresséo. Em estudo anterior, Kuhn e Santos (1998), mencionaram que
a maior firmeza do gel kamaboko de pescada-foguete pdde ser alcancada com
menor umidade, desde que, elaborado com nimero de lavagens inferior a trés ciclos
e propor¢cdo de agua, em relacdo a carne de 3:1, similares as do presente

experimento.

A Fig. 08 permite uma visualizacdo dessas condi¢cdes de umidade, expondo
resultados do teste de compressdo dos géis kamaboko da pescada-foguete, em
funcéo dos tratamentos térmicos e da umidade.
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FIGURA 08. Influéncia da umidade e do tratamento térmico na forca de
compressdo (g) dos géis de pescada-foguete (Macrodon
ancylodon).

O valor médio de 2511g para a forca de gel, no teste de compressao, com
umidade meédia de 73%, foram similares aos obtidos por Reppond e Babbitt (1997),
0S quais encontraram as maiores forcas de gel na faixa de umidade entre 70-74%,
para o surimi de varias espécies de pescado, como merluza da Antéartida, arenque

do pacifico e merluza comum.

4.1.5 Influéncia da concentracédo de sal nos géis kamaboko

Os géis de surimi contendo maior concentracdo salina, nos tratamentos S3 e
S5 (contendo os inibidores BSA e clara de ovo, respectivamente), apresentaram
resultados de compresséao e coesividade significativamente melhores (P< 0,05) do
gue o controle e entre si, indicando que o tratamento com BSA foi o0 mais adequado,
devido as caracteristicas da proteina (item 4.1.2) na estrutura tridimensional do gel

formado.
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O sal é fundamental na formacédo do gel kamaboko, ja que na sua auséncia o
surimi ndo apresenta essa capacidade, devido a insolubilidade da proteina
miofibrilar. Considerando esse aspecto, adotou-se uma concentracdo de sal maxima
no gel kamaboko de pescada-foguete préxima de 3%, concentracdo adequada para
formar a maioria dos géis de pescado. Essa concentracdo presente nas amostras S3
e S5, possibilitou uma solubilizacdo maior das proteinas, possivelmente da miosina.
A maior solubilizacdo permite que a molécula desprenda-se dos filamentos
espessos, dispersando-se na solucdo como mondmeros, criando no aquecimento
uma rede tridimensional ordenada (LIN e PARK, 1996, 1998; SUZUKI, 1987; LEE,
1984, 1986).

A concentracdo de sal foi determinante para a mudanca na conformacao da
proteina ao aumentar as interacfes eletrostaticas e forcas hidr6fobas. Para Lin e
Park (1998), quando a miosina esta agregada no muasculo, ha uma forte interacao
proteina-proteina com baixa propor¢ao area/volume superficial, tornando-a insoluvel.
Quando o sal é introduzido, os ions positivos e negativos ligam-se a cargas opostas
e rompem as ligagOes idnicas. De acordo com Niwa (1992), a quebra das ligacoes
intra e intermoleculares da molécula protéica, pela forca i6nica, proporciona um
desdobramento da estrutura, expondo grupamentos sulfidrilicos, antes ocultos pela
prépria conformacgdo nativa da proteina, causando um aumento na sua exposi¢ao e

oxidacao, formando ligacfes dissulfeto para estabilizar a estrutura protéica.

4.1.6 Influéncia daintegridade protéica

Na Tab. 06 é visualizada a integridade da proteina presente no surimi, através
do indice de Fragmentacdo Miofibrilar (IFM), o qual indica o dano na miofibrila,

decorrente do processamento.
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Tabela 06. indice de Fragmentacg&o Miofibrilar para o surimi e kamaboko*

Tratamentos

Surimi* Kamaboko®
SC ‘ SBSA ‘ SEW A B C
IFM 12,12a 9,70a 10,2a 15,82¢c 16,84c 17,74b

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P< 0,05).

! Surimi: SC, controle; SBSA, com BSA; SEW, com clara de ovo.

? Kamaboko: (A) aquecimento a 90° C por 15’; (B) 90° C por 30'; (C) aquecimento a 60° C por
30, seguido de 90° por 15'.

Menor indice de fragmentacdo miofibrilar (IFM) indica melhor qualidade da
proteina, pela sua maior integridade. Serve como parametro para avaliar as

condicdes da matéria-prima (residuo de pescado) submetida ao processamento.

Os valores do indice de fragmentacdo para o surimi com inibidores foram
melhores em relacdo ao controle, proporcionando uma maior protecdo da proteina,
provavelmente pelo efeito sinérgico entre os inibidores e os crioprotetores, o que
concorda com o sugerido por Morrissey et al. (1993) e An et al. (1992), os quais
citam que a adicdo de inibidores no processamento de surimi juntamente com 0s
crioprotetores, contribui para uma melhor protecdo das miofibrilas. A adicdo desses
compostos no processamento de surimi juntamente com 0s crioprotetores,
imediatamente antes do congelamento, exige, segundo esses autores, niveis e
concentragdo menores para os inibidores e que as diferencas observadas nos niveis
6timos de inibicdo podem estar relacionadas a etapa do processamento no qual o
inibidor é adicionado.

O IFM do kamaboko encontrado na Tab. 06 avaliou os danos inerentes ao
processo térmico. O tratamento térmico apresentou influéncia significativa (P<0,05)
no IFM dos géis kamaboko. Pelos resultados, verificou-se que o aquecimento em
duas etapas (C) ndo foi o mais adequado, com um indice de quebra maior na
proteina. Os tratamentos (A) e (B) ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Embora nado significativo, verificou-se que o tratamento (A) apresentou o0 menor
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indice de fragmentacdo e, considerando que ha um menor tempo de exposi¢do da
proteina ao aquecimento, esse deve ser o mais adequado, pois demonstrou um
menor dano na matriz do gel. A escolha do tratamento (A) confirmou-se ao analisar a
Fig. 09, onde se demonstra a interacdo entre os tratamentos no indice de
fragmentacdao.

FIGURA 09. Interacdo dos tratamentos no indice de fragmentacao
miofibrilar em géis kamaboko de pescada-foguete
(Macrodon ancylodon).

A superficie de resposta permitiu visualizar o comportamento do tratamento
térmico (A) e constatar que a maior inclinacdo da superficie foi devido ao processo

de aquecimento ao qual o surimi foi submetido para obtencéo do gel kamaboko.

A menor quebra das miofibrilas, evidenciada principalmente no tratamento
térmico (A), permitiu a manutencdo da organizacdo estrutura protéica, o que
acontece dentro de pequenos segmentos das miofibrilas, durante o processamento
térmico, com pouca influéncia da temperatura de armazenamento (OLSON et al.,
1976; DAVEY e GILBERT, 1968).
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4.1.7 Eletroforese SDS-PAGE

O resultado da eletroforese SDS-PAGE encontra-se nas Figs. 10 e 11, onde
se pode visualizar o papel dos inibidores na protecédo do gel kamaboko.

s52c 533 53b

53¢ Padrao

_ . Miosina 200 Kda
" — 5 P-Galactosidase 116 Kda
—* Fosforilase — B 95 Kda
—* B3A 63 Kda

51a  51b 51c 523 520

M

Tripsin inhibitar - 20 Kda
E—

FIGURA 10. Gel 10% mostrando o efeito da BSA sobre os géis kamaboko:
aplicacdo de 40 pg de proteina. S1: controle; S2: BSA; S3:
BSA e combinacdo de sais. (a): 90°C, 15min; (b): 90°C,
30min; (c): 60° C, 30min seguido de 90° C, 15min.

Pacrin  Sda_ 34n S4c 852 S8h  8Ac
Minsin 200 Kita —— 1 4’ 1' Aol
p-Galachsidase 116 Koia
Fosforilase —B 96 Kia—
BSA 63 Kia—»

Tripsin inhibitor 20 Kda

FIGURA 11. Gel 10% mostrando o efeito da clara de ovo sobre os géis
kamaboko: aplicacao de 40 ug de proteina. S4: clara de ovo;
S5: clara de ovo e combinagéo de sais; (a): 90° C, 15min; (b):
90° C, 30min; (c): 60° C, 30min seguido de 90° C, 15min.
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Para o controle (S1), a predominéancia de bandas de alto peso molecular, com
boa intensidade, mesmo na auséncia dos inibidores, foi indicativo de uma pouca
atividade proteolitica. Observando o perfil eletroforético das bandas dos géis
kamaboko contendo inibidores, constatou-se uma intensidade maior nas bandas das
proteinas de alto peso molecular, em relagdo ao controle (S1), revelando que as
amostras contendo os inibidores BSA e clara de ovo, protegeram a estrutura
protéica. Porém, nos tratamentos com o inibidor BSA (S2 e S3) observou-se maior
protecdo das miofibrilas em relacdo aqueles com clara de ovo (S4 e S5), devido a
maior intensidade dessas bandas.

Portanto, demonstrou-se que a interacédo entre BSA e as miofibrilas foi maior,
confirmando que as fragbes do plasma tém comportamento melhor na protecao do
gel do que a clara de ovo, conforme ja foi observado em outras espécies de pescado
por Morrissey et al. (1993), e Seymour et al. (1997), caracterizando que o
comportamento do gel de surimi de pescada-foguete foi similar ao de espécies como

merluza, arenque do Pacifico, salmao, truta, entre outras.

No entanto, Weerasinghe et al. (1996b), estudando as fracbes do plasma,
constataram que a albumina de soro bovino teve uma fraca atuagao especifica como
inibidor da atividade proteolitica para o surimi da merluza comum, mesmo em altas
concentragbes. Para os autores, o principal componente ativo de inibicdo de

proteases € uma proteina do plasma de alto peso molecular, a qual pode ser
polimerizada através de ligacdes covalentes, passando a ser resistente a protedlise.

A intensidade das bandas nos géis contendo clara de ovo pode ser resultado,
ainda segundo Weerasinghe et al. (1996b), da combinacdo de uma proteina de alto
peso molecular homéloga a a,-M, presente nas fracdes do plasma. Entretanto,
Hamman et al. (1990), estudando o perfil eletroforético de géis de xixarro do
Atlantico e da merluza da Antartida, visualizaram igualmente, bandas mais intensas

na faixa da miosina, caracterizando a atividade protetora do inibidor clara de ovo,
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atribuida a a,-M, que segundo estes autores é capaz de inibir uma grande gama de

enzimas proteoliticas.

Tanto o controle como os demais tratamentos ndo apresentaram bandas mais
leves, com proteinas de baixo peso molecular inferior a 60 Kda, resultante da
atividade de proteases, mesmo quando submetidos ao pré-aquecimento, indicando
auséncia de uma atividade intensa de proteases capazes de degradar a estrutura
protéica das miofibrilas. O perfil eletroforético obtido confirma ainda os resultados do
indice de fragmentacéo, indicando uma integridade estrutural da proteina presente
nos géis. A auséncia de atividade proteolitica, como sugerem os resultados da
eletroforese, concordou também com o reportado por Reppond et al. (1995), onde os
géis de arenque do Pacifico, igualmente ndo demonstraram atividade proteolitica,
com diferentes inibidores, entre os quais encontrava-se a clara de ovo. A atividade
proteolitica em géis de surimi de salmdo (SAEKI et al., 1995) a 60°C, somente foi
encontrada a partir de uma hora de pré-aquecimento e, em tempos maiores, com
temperaturas entre 30-50°C. Portanto, a auséncia de protedlise no gel de surimi de
pescada-foguete no experimento, pode ser explicada pelo tempo de aquecimento

insuficiente para desenvolver o fendbmeno.

Pela auséncia de bandas de baixo peso molecular deduz-se que o tratamento
térmico aplicado gerou apenas uma leve desnaturacdo na estrutura protéica do gel,
desdobrando a estrutura das proteinas presentes, formando o gel, que segundo
Ziegler e Acton (1984), ndo se caracteriza como um processo aleatério e
desordenado, mas como um conjunto de alteracbes num processo continuo, com
modificacdes na molécula protéica em diferentes velocidades. Todas as alteracdes
mencionadas envolvem mudancas na estrutura secundaria, terciaria ou quaternaria

da proteina.

A presenca dos inibidores, utilizados no experimento para o gel kamaboko,
mostrou-se fundamental no aumento da forca de gel, pois as amostras contendo

esses compostos apresentam maior resisténcia nos testes de compressdo e
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coesividade, o que pode ser confirmado pela intensidade das bandas na
eletroforese. Ha dificuldade experimental de demonstrar que o aumento na forca de
gel decorre de acéo isolada, através de mecanismo inibitério (WEERASINGHE et al.,
1996b; WASSON, 1992; PORTER et al., 1993; NIWA, 1992), ou em conjunto,
dependendo também das propriedades funcionais do inibidor.
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5 CONCLUSOES

. Os inibidores Albumina do soro bovino (BSA) e clara de ovo séo eficazes na
protecdo da estrutura miofibrilar, aumentando a for¢ca de gel do surimi de sub-
produtos de pescada-foguete;

. O inibidor BSA é melhor do que a clara de ovo na protecdo do gel de surimi
de sub-produtos de pescada-foguete;

. O surimi de sub-produtos de pescada-foguete nas condi¢cdes processadas,
nao contém a transglutaminase, porque a presenca do inibidor dessa enzima

nao diminuiu a forca de gel,

. No gel kamaboko de surimi de sub-produtos de pescada-foguete, sem
inibidores (controle) e nos tratamentos utiizados, ha pouca atividade

proteolitica;

. Uma concentracdo salina de 2,7% nos géis kamaboko de surimi de sub-
produtos de pescada-foguete possibilitou maior forca de gel, nos ensaios de

compressao;
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