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RESUMO

KUHN, Claudio Rafael. Geleificacdo Termo-Induzida do Surimi de Jundia
(Rhamdia quelen) com uso de Inibidores de Protease. 2006. 95f. Tese
(Doutorado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Este trabalho avalia caracteristicas texturais, fisico-quimicas e reoldgicas do gel
de surimi de Jundid (Rhamdia quelen), propondo uma melhor caracterizacdo do
mecanismo de geleificagdo termo-induzida do surimi de Jundia com a utilizagéo
de inibidores de protease. O comportamento da proteina do surimi foi
demonstrado a partir do estudo de quatro sistemas de aquecimento (trés
diferentes duplos estagios, a 60° C durante 30, 45 e 60min + 90°C, 15min e um
aguecimento direto a 90° C, 15min) e da influéncia dediferentes aditivos protéicos
(soroalbumina bovina — BSA e az-Macroglobulina, além da clara de ovo — EW)
nas caracteristicas do gel. A utilizacao de aditivos protéicos em geéis aquecidos a
90° C por 15min permitiu a obtencdo de uma maior forca de gel e coedvidade
(p<0,05), em relacdo ao pré-aguecimento. Mesmo sob a temperatura de 60° C,
durante 60min, géis com inibidores apresentam maior forca de gel em relacao
agueles sem inibidores, demonstrando a capacidade desses compostos em
contribuir para a estabilidade térmica da proteina. As alteracbes no conteudo
sulfidrilico (SH) dos géis fortemente sugerem que o mecanismo de geleificacédo
térmica do surimi de Jundid esta associado com o incremento na formacao de
pontes dissulfeto, uma vez que os tratamentos com menor conteudo SH
(aquecimento a 90° C, 15min) apresentaram maior forca de gel, enquanto que
amostras pré-aquecidas a 60° C apresentaram simultaneamente maior contetdo
de SH e menor forca de gel, caracteristica dos géis com o fendmeno modori. A
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caracterizacdo do mecanismo de geleificacdo termo-induzida do gel de surimi de
Jundia foi complementada através da andlise de suas propriedades
viscoelasticas. Nas amostras submetidas ao aquecimento direto, o0 médulo de
elasticidade apresenta elevado incremento e, paralelamente, gradual decréscimo
no angulo de fase, caracterizando a formacdo do gel. Nas amostras preé-
aguecidas 60° C, a maior oscilacdo nos parametros de elasticidade e angulo de
fase, correspondem a menor forca de gel e maior conteudo sulfidrilico (SH). Os
niveis de peptideos soluveis indicam a provavel ocorréncia do modori, de origem
nao-proteolitica, uma vez que os sistemas de pré-aquecimento ndo demonstraram
diferenca estatistica (p<0,05) quando comparados ao aquecimento direto e,
mesmo com niveis similares aos de outras espécies, a forca de gel do surimi de
Jundié foi superior, o que indica também uma maior estabilidade térmica da matriz

protéica.

Palavras-chave: surimi, contetdo sulfidrilico, geleificacédo térmica, inibidores.



ABSTRACT

KUHN, Claudio Rafael. Geleificacdo Termo-Induzida do Surimi de Jundia
(Rhamdia quelen) com uso de Inibidores de Protease. 2006. 95f. Tese
(Doutorado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

This work evaluates the textural, physicochemical and rheological characteristics
of the surimi gel of Jundia (Rhamdia quelen), proposing a better characterization
of the heat-induced gelation mechanism with the use of protease inhibitors. The
behavior of the surimi protein during thermal gelation was available through the
four heating systems (three two-step heating at 60° C during 30, 45 and 60min +
90° C, 15min and a onestep heating at 90° C, 15min) and the influence of two
protease inhibitors (bovine serum albumin -BSA plus az-Macroglobulin and egg
white) in the characteristics of the gel. The highest gel strength was reached by
use of protein additives and single step heating (90° C, 15min) and a decrease
(p<0,05) in the sulfhydryl (SH) content in those treatments strongly suggest that
the gelation mechanism was associated with the increase in the formation of
disulfide bonds. Samples with pre-heating at 60° C have presented smaller SH
content and gel strength, characteristic of the modori phenomenon. However,
even less than two step heating at 60° C during 60min, gels with inhibitors reached
larger gel force in relation to that without inhibitors, demonstrating its contribution
for thermal stability of the protein. Dynamic rheological properties were also
assessed to the characterization of surimi gelation by use of storage modulus (G’)
and phase angle. A notable increase in storage modulus simultaneously with a
gradual decrease in phase angle in samples submitted to the one step heating and

with protease inhibitors have confirmed the texture profiles, sulfhydryl content and



peptide soluble levels, indicating their influence upon thermal gelation. Gels
obtained by two-step heating at 60°C have demonstrated a greater oscillation in
both rheological properties corresponding to the smallest gel strength and higher
SH content. The level of soluble peptides indicated a probably occurrence of the
non-proteolytic modori once that the heating systems has not statistical difference
(p<0,05). Although with similar peptide content in comparison to other fish species
with proteolysis, the gel strength of surimi from Jundia was better and indicated a
larger thermal stability of the myofibril protein with a probably occurrence of a non-
proteolytic modori.

Key words: surimi, sulfhydryl content, thermal gelation, and protease inhibitors.
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1 INTRODUCAO GERAL

O surimi é uma base protéica miofibrilar umida de pescado, de alta
gualidade e funcionalidade, obtido a partir da carne de pescado mecanicamente
separada (CPMS) e resultado de um processo tecnolégico de lavagens e
congelamento. E a matéria-prima empregada para produzir o que, durante
séculos foi elaborado no Japao como produtos do tipo kamaboko, que sdo géis

termoestéveis formados pelo aquecimento do surimi (KUHN e SOARES, 2002).

O aproveitamento do pescado utilizando a CPMS constitui uma técnica
com maior flexibilidade de processamento e maior rendimento na obtencdo de
carne comestivel do que pelo processo tradicional de filetagem. O processo
permite um aproveitamento racional do pescado, como descartes da filetagem,
até espeécies subutilizadas ou com baixo valor comercial, gerando um aumento na
disponibilidade de matéria-prima, sem aumentar a captura de pescado. Ainda, a
producdo de surimi permite agregar valor ao pescado, em funcéo da diversidade
de produtos que podem ser elaborados, atingindo determinados segmentos do
mercado, ou mesmo produtos mais simples, que atentem a necessidade social de
demanda por proteina de origem animal de primeira qualidade (KUHN e
PRENTICE, 1999).

Sob coccdo, a proteina do surimi tem a capacidade de formar um gel
termoestavel denominado kamaboko, tendo na sua textura o principal indicador
de qualidade. Entretanto, a formacdo do gel pode ficar comprometida pela acao
de proteases, principalmente as catepsinas e as peptidases alcalinas estaveis ao
calor, ndo totalmente removidas durante o processamento de surimi e que podem

ser ativadas no tratamento térmico. O principal efeito reflete-se sobre a textura,
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pela degradacdo da estrutura protéica miofibrilar (especialmente a miosina)
altamente organizada, caracterizando o fenébmeno denominado modori (SUZUKI,
1987; BORDERIAS e TEJADA, 1987; AN; PETERS; SEYMOUR, 1996; GARCIA-
CARRENO, 1996).

A preocupacao dos pesquisadores centra-se num dos maiores problemas
enfrentados na producédo de surimi e derivados: controlar a agdo proteolitica pelo
uso de inibidores de protease que interfiram o minimo possivel nas propriedades
sensoriais do produto e preservem a estrutura das miofibrilas, preservando sua
funcionalidade e a capacidade de geleificacdo, destacando-se as proteinas do
plasma bovino e da clara de ovo como os mais eficazes, conferindo maior
protecdo em baixos niveis de concentracdo (WEERASINGHE; MORRISSEY;
CHUNG, 1996; KUHN e SOARES, 2002).

Para tanto, torna-se necessario uma investigacdo voltada para a
caracterizacdo do mecanismo de geleificacdo protéica, onde diversos estudos
indicam a participacao de grupamentos sulfidrilicos da proteina na manutencéo da
estabilidade do gel. Apesar dos avancos ja alcancados, ndo existe ainda um
consenso, uma vez que a atuacgao proteolitica e a resposta dos inibidores diferem
entre as espécies utilizadas, interferindo, consequentemente, no mecanismo de
geleificacdo  (AN; WEERASINGHE; SEYMOUR; MORRISSEY, 1994;
YONGSAWATDIGUL; PARK; KOLBE; DAGGA; MORRISSEY, 1995;
YONGSAWATDIGUL; PARK; VIRULHAKUL; VIRATCHAKUL, 2000). Existem
poucos estudos dessa natureza no Brasil, constituindo-se num campo aberto a
investigacdo cientifica, tanto para o pescado de origem marinha como de agua
doce.

Assim, o trabalho teve como objetivos: |) caracterizar o mecanismo de
geleificacdo termo-induzida e o efeito de inibidores de protease (clara de ovo —
EW e a combinacédo de proteinas do plasma: Albumina do soro bovina — BSA e
ar-Macroglobulina — a»-M) sobre a textura do gel de surimi de Jundia (Rhamdia
guelen), de modo a avaliar sua prote¢do sobre os grupamentos sulfidrilicos da

proteina e constituindo-se no mecanismo para a geleificagéo protéica do surimi; II)
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comparar a eficacia dos inibidores de proteases (clara de ovo — EW e a
combinacdo de proteinas do plasma: Soro albumina bovina — BSA e a»-
Macroglobulina — a, -M) no incremento da textura do gel do surimi de Jundia

(Rhamdia quelen); 1lI) comprovar a agdo protetora dos inibidores sobre os
grupamentos sulfidrilicos das miofibrilas e 1V) Comprovar o efeito do tratamento

térmico no mecanismo de geleificacdo térmica das miofibrilas.

O Jundiad (Rhamdia quelen) constitui abundante fonte de matéria-prima na
bacia hidrogréafica na regido Sul do Brasil, sendo uma espécie com ampla difusao
na aquicultura. Portanto, estudos sobre o mecanismo de geleificacdo termo-
induzida desse espécime se fazem necessarios, a fim de potencializar sua futura
utilizacdo na manufatura de produtos a base de surimi, constituindo uma
importante alternativa para agregar valor ao pescado de agua doce da regido e

potencializar o agronegdcio.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Matéria-Prima

O Jundia (Rhamdia quelem) é uma espécie do género Rhamdia, familia
Siluridae, distribuindo-se em regides de clima temperado, com algumas excecoes,
habitando desde o sudeste do México até a regido central da Argentina. E
facilmente encontrado em todo o Estado do Rio Grande do Sul, principalmente
nas bacias hidrograficas da Lagoa dos Patos, Mirim e Mangueira, no Sul do Rio
Grande do Sul (GUEDES, 1980).

Entre as espécies cultivadas no Rio Grande do Sul, o Jundia se destaca
na producdo de peixes por apresentar um rapido crescimento, rusticidade, altas
taxas de fecundagdo e manejo relativamente facil, além de possuir uma grande
aceitacdo pelo consumidor, apresentando uma carne sem espinhas, com pouca
gordura e alta qualidade (LUCHINI e SALAS, 1985).

3.2 Surimi

O surimi é um produto obtido a partir do musculo de pescado, constituido
por proteinas sollveis em solucdes salinas, principalmente as miofibrilares e
designa a carne de pescado mecanicamente separada (CPMS) na fase inicial do
processo, formando, ao final, um concentrado miofibrilar tmido de alta qualidade
nutritiva e excelente funcionalidade. A sua melhor utilizacdo decorre, sobretudo,
das propriedades funcionais dessas proteinas, constituindo-se na matéria-prima
empregada para produzir o que durante séculos foi elaborado no Japdo como
produtos de tipo kamaboko, que sdo géis termoestaveis formados ao aquecer o
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surimi previamente tratado com sal para solubilizar sua proteina (TEJADA, 1991;
SUZUKI, 1987; BORDERIAS e TEJADA, 1987).

Utilizado desde o século IX, no Japao, a producdo ocidental 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, simulacdes de carne de mariscos, crustaceos e outros de
igual importancia (LEE, 1984; LANIER e LEE, 1992).

Segundo as estatisticas, paises como Franca e Espanha destacam-se
pela demanda de produtos a base de surimi, consumindo cerca de 20 e
18.000t.ano™, respectivamente (HOLMES, 1998; HEMPEL, 1999). Somente no
periodo entre 1997 e 2000, a producdo de surimi no Japdo manteve uma meédia
de 50.000t.ano™ (GLOBEFISH DATABANK — FAO, 2000). Na Tailandia, a
producdo média alcanca 65.000 t.ano™, enquanto que nas Américas, a maior
producéo foi alcancada no ano de 1994, nos Estados Unidos, com 209.000t. Na
América do Sul, os paises que se destacam sdo a Argentina e o Chile, com
producédo de 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 os 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, terminaram por estimular
investimentos nas industrias alimenticias do setor pesqueiro dos Estados Unidos
e Europa (LEE, 1984; LANIER e LEE, 1992; HEMPEL, 1999).

3.3 Proteinas Miofibrilares

As proteinas miofibrilares sédo as que conferem as células musculares sua
propriedade contractil e tecnologicamente influem na qualidade dos produtos
carnicos, pois sdo responsaveis pela capacidade de retencdo de agua,
propriedades emulsificantes e, no caso do surimi, pelas propriedades de

geleificacdo. Além disso, representam 66-77% das proteinas totais no masculo de
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pescado e contém quantidades importantes de aminoacidos essenciais,
contribuindo assim em mais de 70% do suporte protéico devido ao consumo de
carne (CHEFTEL; CHEFTEL; BESANCON, 1992).

O conjunto de miofibrilas é constituido de proteinas contracteis, miosina e
actina, além de proteinas reguladoras da contragdo (tropomiosina, troponinas, a e
B actinina). Sua estrutura molecular representa esquematicamente, que as
miofibrilas estdo compostas de filamentos delgados e grossos enlacados uns aos
outros. Os filamentos grossos contém basicamente miosina, enquanto que 0s
delgados sdo constituidos de actina, troposina e B-actinina. Essa estrutura,
altamente organizada no musculo in vivo, representa, tecnologicamente, um papel
importante, pois cerca de 70-95% de agua presente no musculo corresponde a
agua capturada nos espacos entre os filamentos protéicos da miofibrila (SUZUKI,
1987).

A molécula de miosina é constituida por duas cadeias polipeptidicas
pesadas, com pesos moleculares idénticos (220.000Da) e 2 subunidades leves
(20.000Da). As cadeias pesadas sdo responsaveis por grande parte da estrutura
geral da molécula, dispostas sob a forma de a-hélices, enroladas umas em torno
das outras, formando uma espiral fibrosa com giro para a esquerda. A molécula
contém cerca de 40 grupos sulfidrilicos (SH), porém sem ligacGes dissulfeto,
situadas na sua parte globular. Quando a miosina sofre um tratamento enzimatico
brando, por exemplo, pela protease tripsina, grande parte da cauda fibrosa é
clivada (Fig 1), dividindo a proteina em dois componentes denominados
meromiosina leve ou LMM — "light meromyosin” e meromiosina pesada ou HMM —
“heavy meromyosin”(NELSON e COX, 2002).
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Chepaglicnl oiled-cou rod

Miosina

Meromiosina pesada (HMM)
wc‘;:z'j Soluvel em baixa forca ibnica

Meromiosina leve (LMM)

mc:‘:'c}{ Insolivel em baixa forga idnica

Figura 1 — Representagdo esquematica da molécula de miosina.

Fonte: Adaptado de WICK (1999)

A miosina de peixes em geral € instavel e sua estabilidade esta fortemente
relacionada com a temperatura da agua no ambiente em que 0 peixe vive
(OGAWA e MAIA, 1999). Sua conformacao nativa é fundamental para a formacao
do gel, dependendo fundamentalmente de interacbes apropriadas entre as
moléculas de miosinas adjacentes (REPPOND e BABBITT, 1993).

No surimi, a miosina esta presente formando um complexo com a actina,
designado actomiosina (Fig 2), o qual pode formar um gel elastico. Como a actina
nado forma um gel no aquecimento, séo atribuidas a miosina as caracteristicas de
geleificacdo. De acordo com pesquisas sobre alteracdes fisico-quimicas utilizando
miosina e sub-fragmentos de varias espécies de pescado, é aceito que a
geleificacdo termo-induzida da miosina sob condi¢cdes salinas envolve dois
processos, a desnaturacéo e a agregacado (STONES e STANLEY, 1992; NELSON
e COX, 2002).
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Tropomiosina

Filamento de actina
Troponina
‘Cabeca’ da miosina

Filamento de miosina

Sitio de ligacdo
com a miosina

Figura 2 — Representacao esquematica da formacgédo do complexo
actomiosina. (a) Antes e (b) no estado de contracao.

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2002)

3.4 Geleificacao Protéica

A geleificagdo termo-induzida € um dos fendmenos mais importantes em
ciéncia dos alimentos, principalmente por ser responsavel pela sua estrutura final.
Uma simples definicdo do fendbmeno pode ser a de que se trata de uma
agregacdo de moléculas desnaturadas com determinada ordenacdo, resultando
na formacdo de uma rede tridimensional (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989;
ZIEGLER e FOEGEDING, 1990; MONTERO e GOMEZ-GUILLEN, 1996).

O processamento de alimentos envolve freqientemente altas
temperaturas, extremos de pH e exposicao a condicfes oxidantes e acdo quimica
ndo controlada de enzimas. Tais condi¢cdes podem resultar na alteracdo da
estrutura protéica com mudancas substanciais na estrutura das cadeias
polipeptidicas e na suas propriedades nutricionais e funcionais (GERRARD, 2002;
TOTOSAUS et al., 2002).
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O principal objetivo da moderna tecnologia de alimentos esta em gerar
alimentos com estruturas que agradem ao consumidor, utilizando somente uma
faixa limitada de ingredientes. As proteinas sdo uma das principais classes de
moléculas disponiveis para conferir atributos texturais, com a agregacao protéica
e a formacdo de ligacbes cruzadas intermoleculares. Essas ligacfes podem
influenciar muitas propriedades, incluindo a textura, viscosidade, solubilidade,
emulsificacao e geleificacdo (MOTOKI e KUMAZAWA, 2000).

O fenbmeno da geleificacdo protéica difere de outros similares, nos quais
o grau de dispersédo de uma solucéo protéica também decresce, tal como ocorrem
na associacao, agregacao, polimerizacao, precipitacéo, floculacdo e coagulacéo.
Geralmente, as reacdes de associacao de proteinas ocasionam modificacfes que
alteram o nivel de subunidades ou da molécula, enquanto que as reacfes de
polimerizacdo ou agregacao, implicam na capacidade de formar complexos de
grande tamanho. A precipitacdo inclui todas as reacdes de agregacdo conducente
a uma perda total ou parcial de solubilidade. A floculacéo se refere a reacdes de
agregacado desordenada que se produzem em auséncia de desnaturacdo e que
geralmente originam como causa do desaparecimento de repulsdes eletrostaticas
entre cadeias. A coagulacdo pode ser definida como rea¢cdes de agregacao nao
ordenadas que se produzem com desnaturacdo e nas quais predominam as
reacoes de agregacédo ou as interacdes proteina-solvente; isto conduz a formacao
de um grande coagulo (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989; CHEFTEL; CHEFTEL,;
BESANCON, 1992).

A geleificagcdo térmica do surimi é uma etapa fundamentalmente
importante na obtencdo de produtos analogos de frutos do mar, tais como 0s
analogos a caranguejo, moluscos, etc. A formagcdo de uma rede protéica nestes
produtos contribui ndo somente para a textura elastica, mas também em outras
propriedades funcionais importantes para simular a aparéncia e textura da carne
(OGAWA e MAIA, 1999).

A formacédo do gel € um processo fisico-quimico complexo que envolve

alteracdes estruturais e funcionais da proteina miofibrilar. A formacdo da cadeia
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protéica pode ser representada por trés estagios, que sdo a dissociacao,
desnaturacao térmica e agregacao. Na presenca de sais, as fibras musculares e
proteinas sofrem a principal alteracdo estrutural, levando a solubilizacdo da
miosina, actina e um numero de outros constituintes miofibrilares (ROUSSEL e

CHEFTEL, 1990).

Mais da metade dos aminoacidos que constituem a miosina séo
hidrofilicos e muitos estdo expostos na sua superficie molecular, com cargas
positivas e negativas. Assim, ligacdes intermoleculares sdo formadas e as
miofibrilas apresentam-se associadas umas as outras, formando agregados que
sdo insoluveis em &agua. Pela homogeneizacdo do musculo de pescado com
cloreto de sodio (NacCl), os ions salinos se unem aos grupos com carga oposta,
facilitando a entrada de agua e, conseqientemente, aumentando a solubilidade
protéica (NIWA, 1992).

Estudos demonstram que concentragdes dentro da faixa de 1,7-3,5% de
NaCl sdo necessarias para o surimi formar um gel adequado. Na pratica
comercial, uma concentracdo na ordem de 2,5% NaCl € comumente utilizada para
solubilizar a proteina miofibrilar, particularmente a miosina. Dentro desse limite de
concentracbes, as moléculas de miosina estdo dispersas na solugdo como
mondémeros e, sob aguecimento, uma ordenada rede tridimensional € formada
(MONTERO e GOMEZ-GUILLEN, 1996; LIN e PARK, 1998).

O desdobramento parcial ou dissociacdo das moléculas protéicas e de sua
estrutura € acelerado por um aumento na temperatura, que enfraguece as
ligacBes 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. Na etapa seguinte, as
reacoes de associacdo e agregacdo resultam num sistema de gel, resultado da
agregacdo molecular para a formacdo de uma rede protéica tridimensional. O
aumento da viscosidade nas redes tridimensionais mais fracas possibilitara uma
fluidez na estrutura e o gel verdadeiro ndo se formard. Por outro lado, as fortes

interacdes entre as moléculas da proteina produzem um colapso na rede e a 4gua



25

sera expelida da estrutura (VISSENSSANGUAN et al, 2000; TOTOSAUS et al.,
2002).

A formacdo da rede protéica é considerada como o resultado de um
equilibrio entre as interacdes proteina-proteina, proteina-solvente e forcas
atrativas (interacdes hidrofobas, eletrostaticas, pontes de hidrogénio e ligacdes
dissulfeto) e repulsivas (sobretudo em pH deslocado do ponto isoelétrico) entre
cadeias polipeptidicas proximas. Um balanco entre forcas repulsivas e atrativas €,
portanto, importante para a formacdo adequada da estrutura do gel, j& que as
repulsdes eletrostéticas e interacdes proteina-agua tendem a manter separadas
as cadeias polipeptidicas, enquanto que as atracfes protéicas intermoleculares se
produzem mais rapidamente em concentracfes protéicas elevadas, pela sua
maior probabilidade de interacdo (ZIEGLER e ACTON, 1984; CHEFTEL,; CUQ;
LORIENT, 1989; ZIEGLER e FOEGEDING, 1990).

A temperatura é um dos principais fatores por se constituir na forca motriz
para o desdobramento da cadeia protéica. Quando a temperatura de geleificacao
€ alta, o primeiro passo (desnaturacédo) é completado mais rapidamente do que o
segundo passo (agregacao). Para uma determinada taxa de desnaturacéo, a taxa
de agregacdo € lenta se as forcas atrativas entre as cadeias protéicas
desnaturadas sdo pequenas, resultando em uma boa cadeia e um gel translacido.
Consequentemente, 0 aumento na temperatura desenvolvera uma boa rede, pois
durante o resfriamento, os peptideos se agregaréo para formar o gel (TOTOSAUS
et al., 2002).

A formacdo do gel de surimi tem sido caracterizada com respeito a
mudancas na estrutura tridimensional, decorrente de trés etapas atingidas durante
0 processo de aquecimento: suwari, modori e kamaboko (SUZUKI, 1987).

Na temperatura de 40°C e com adi¢do de NaCl, o desdobramento das a-
hélices presentes na cauda da miosina (meromiosina leve — LMM) leva a
formagdo de um gel translucido, suwari, pela solubilizacdo das miofibrilas, as

guais se hidratam e criam uma rede protéica. Isto tem sido associado também,
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com a atividade da transglutaminase (TGase), uma enzima enddgena na carne de
pescado. As TGases podem tornar possivel as ligacdes cruzadas de cadeias
protéicas, melhorando a textura do suwari no processamento (KUMAZAWA et al.,
1995; SAKAMOTO et al., 1995; MORALES et al., 2001.).

O gel é obtido a partir de mondmeros de proteinas solUveis que se
agregam de modo finito, formando o primeiro estagio, denominado pré-gel, o qual
vai evoluir para um ponto de gel, acima dos 50°C, pelas interacbes entre as
regides hidrofébicas, situadas proximas a cabeca da molécula de miosina
(TOTOSAUS et al., 2002).

Entretanto, pode ocorrer com uma frequéncia maior o fendémeno
denominado modori, isto €, a quebra da rede protéica, na faixa de temperatura
entre 50-65°C, sendo associado com a acdo de proteases enddgenas
termicamente ativadas, ocasionando perdas de textura (KUHN e SOARES, 2002).
Uma outra explicacdo é baseada na coagulacdo térmica da proteina miofibrilar,
pelo excessivo incremento de interacdes hidrofébicas, pela exposicao prolongada
ao aquecimento, o que causaria intenso encolhimento das cadeias, resultando na
liberacdo excessiva de agua e a dispersdo da cadeia de um modo heterogéneo
(NIWA, 1992).

Em temperaturas acima de 70°C, ocorre a formacédo de um gel opaco e
forte, denominado kamaboko, pelo incremento de interagdes proteina-proteina na
porcdo globular das moléculas de miosina (REPPOND e BABBIT, 1993;
MONTERO e GOMEZ-GUILLEN, 1996; VISSENSSANGUAN et al., 2000).

Neste caso, as ligacbes protéicas cruzadas se referem, possivelmente, a
formacgéo de ligagBes covalentes dissulfeto entre proteinas, tanto de modo intra
como intermolecular. As ligacGes dissulfeto (SS) sdo formadas por grupos
oxidativos de dois residuos de cisteina (grupos tiol, SH) adjacentes dentro da
matriz protéica (Fig 4). As ligacdes cruzadas in vivo sdo vitais para a manutencao
correta da conformacdo de certas proteinas e podem controlar o grau de
flexibilidade da cadeia polipeptidica (HAMSAKUTTY, 2003; GERRARD, 2002).
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Figura 3 — Representacdo esquematica da formagdo de pontes
dissulfeto.

Fonte: Adaptado de Hamsakutty (2003).

O residuo de cisteina esta presente na maioria das proteinas, sendo
freqientemente um componente integral da estrutura protéica terciaria. Dentro
das proteinas no meio extracelular, cisteinas estédo frequientemente envolvidas em
ligacdes dissulfeto, estabilizando a estrutura protéica. No meio intracelular, sua
cadeia lateral contendo enxofre é excelente para ligar metais, como o zinco, cobre
e ions ferro, sendo também muito comuns em sitios de ligagdo de enzimas
(HAMSAKUTTY, 2003).

A capacidade das proteinas para formar pontes dissulfeto
intermoleculares durante o tratamento térmico € considerada vital para a
geleificacdo de alimentos protéicos como o surimi. Com o desdobramento da
cadeia polipeptidica devido a acdo do calor, ha uma exposicdo dos grupos
reativos, que favorecem as interacdes hidrofobas proteina-proteina. Como as
proteinas tém uma massa molecular elevada e uma forte porcentagem de
aminoéacidos hidrofobos, hd a formacédo de uma rede compacta, pela exposicado
de grupos SH internos e formacéo de ligacdes dissulfeto, onde o estabelecimento
dessas ligacbes conduz a formacdo de géis termicamente irreversiveis
(CHEFTEL,; CUQ; LORIENT, 1989; GERRARD, 2002).



28

3.5 Protedlise e Inibidores

Apébs a captura do peixe e, consequentemente a sua morte, o musculo do
pescado se torna suscetivel a autélise por proteinases enddgenas, resultando na
perda da textura caracteristica do tecido muscular. A atividade proteolitica no
musculo € alta em temperaturas acima de 50°C e causa a répida e severa
degradacdo da proteina miofibriliar, especialmente a miosina, sendo o fenémeno
denominado modori (AN; WEERASINGHE; SEYMOUR; MORRISSEY, 1994; AN;
PETERS; SEYMOUR, 1996; VISSENSSANGUAN e AN, 2000).

As proteases termo-ativadas sdo de grande preocupacao para a utilizacéo
de produtos a base de surimi, pois tem atividade em temperaturas de cozimento e
pH neutro, alterando a textura protéica e reduzindo a forca de gel, seu principal
indicador de qualidade e, consequentemente, do preco final do produto,
particularmente nas formas de aquecimento convencionais, utilizando forno a
seco, onde as temperaturas de aquecimento ficam em torno de 50-70°C,
propiciando a ocorréncia do modori (KUHN e SOARES, 2002).

No processamento tecnolégico para a obtencdo de surimi,
aproximadamente 60% das proteinases musculares sdo removidas na etapa de
lavagens da CPMS, porém o restante é suficiente para provocar a degradacéo da
miosina, causada principalmente por catepsinas e proteases alcalinas
termoestaveis, em sua maioria com temperatura de ativacdo a 60° C (GARCIA
CARRENO, 1996).

Dentre as numerosas proteinases presentes no masculo, as
endoproteinases cisteinicas apresentam os mais sérios efeitos sobre a textura,
devido a sua termoestabilidade e capacidade de clivar ligacbes peptidicas
internas (AN; PETERS; SEYMOUR, 1996). Outras proteases que implicam na
deterioracdo da textura do pescado pds-captura incluem as catepsinas, proteases
célcio-dependentes, colagenases, proteases alcalinas e enzimas digestivas, como
a tripsina, que podem ter contato direto com o musculo. Qual protease tem maior

atividade varia de espécie para espécie, sendo, porém, genericamente



29

categorizadas em dois grupos: catepsinas e proteases alcalinas termoestaveis
(MORRISSEY et al., 1993; AN; PETERS; SEYMOUR, 1996, ASHIE; SIMPSON;
RAMASWAMY, 1996).

As proteases alcalinas isoladas do musculo do pescado sdo proteases de
alto peso molecular, na faixa de 560 a 920kDa e demonstram ampla variagdo nas
suas caracteristicas (faixa de pH, préximo a 8,0 e temperatura, entre 50 e 70° C),
de acordo com o musculo das espécies de pescado (BOYE e LANIER, 1988;
WASSON, 1992; YONGSAWATDIGUL et al., 2000; VISSENSSANGUAN et al.,
2001). Diferencas na sensibilidade ao aquecimento podem refletir diferencas nas
condi¢cBes de habitat, tais como temperatura da agua e salinidade. Espécies como
Salmdo do Atlantico e Truta Arco-iris, pertencentes a familia Salmonidae,

adaptam-se a salinidade e temperatura da agua (TOYOHARA et al., 1987).

A protease alcalina pode estar na forma latente ou precursora in vivo,
sendo induzida a expor seu sitio ativo por ativacao artificial, como no aquecimento
para obtencdo do gel de surimi (STOKNES; RUSTAD; MORR, 1993). A enzima,
presente em espécies como a Corvina Branca (Argyrosomus argentatus),
Salmdo—cdo (Oncohynchus keta) e Arenque (Clupea arengus), atingiu uma
atividade otima na faixa de 65°C, com uma maior estabilidade no salmdo. (LIN e
LANIER, 1980; STOKNES e RUSTAD, 1995). No musculo de Alabote-dente-curvo
(Atherestes stomias) somente apresentou atividade catalitica em condi¢cdes nao
fisiologicas, ou na degradacéo post-mortem, uma vez que a atividade da enzima
foi detectada somente em temperaturas superiores a 50° C, elevacdo do pH (8,0)
e adicdo de uréia (VISENSSANGUAN et al., 2001).

A protease neutra pode atuar sobre a proteina durante a preparacdo da
CPMS, pois tem hemoglobina como substrato e maior atividade entre pH 6,5 e
7,0. Nao se pode afirmar que a calpaina atue durante a preparacdo da CPMS,
pois é relatada a diminuicdo na sua atividade a temperatura de 45°C e pela
calpastatina, um inibidor especifico para a calpaina, existente naturalmente no
musculo de pescado (TOYOHARA et al., 1983; ASHIE; SIMPSON;
RAMASWAMY, 1996).
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A elevada atividade de proteases cisteinicas mediadas pelas catepsinas B,
H e L é relatada em espécies como Merluza do Pacifico (Merluccius productus),
Alabote-dente-curvo (Athereses stomias), Salméo-cdo (Oncorhynchus keta),
Carapau-do-Japao (Trachurus japonicus) e Tilapia (Tilapia niloticus). Nesses
casos, a enzima apresenta-se tendo como substrato-alvo a molécula de miosina,
caracterizando sua atividade étima na temperatura de 50-60° C, tanto em pH acido
(5,5) como alcalino (8,0) (YONGSAWATDIGUL et al., 2000; VISSENSSANGUAN
et al., 2001).

Dentro do grupo das catepsinas, a catepsina S, € caracterizada como o
anico membro das catepsinas lisossomais que pode reter atividade proteolitica
mesmo depois de prolongada exposicdo a um pH neutro. A enzima apresenta
especificidade similar a catepsina L, de alta atividade contra proteinas, incluindo
elastina e colageno (VISESSANGUAN e AN, 2000), enquanto que as catepsinas
B e H séo removidas durante o ciclo de lavagens no processamento de surimi
(AN; PETERS; SEYMOUR, 1996).

A funcionalidade das proteinas miofibrilares pode, contudo, ser protegida
pelo emprego de baixas temperaturas e/ou por tratamento quimico. Este ultimo
abrange o uso de aditivos protéicos para maximizar a forca de gel do surimi,
atuando no controle da atividade proteolitica, evitando a clivagem das proteinas
do muasculo e com a capacidade melhorar as propriedades fisicas do gel de surimi
(KUHN e SOARES, 2002; KUHN, 2003; KUHN et al., 2003; 2004; 2004a; 2006).

Os compostos protéicos como o plasma bovino e a clara de ovo sao os
mais utilizados como inibidores na producdo de surimi e sao geralmente
misturados juntamente com o0s crioprotetores antes do congelamento
(MORRISSEY et al., 1993; GARCIA-CARRENO, 1996).

A lisozima da clara de ovo apresenta ligacfes dissulfeto intramoleculares
na sua conformacdo nativa, acreditando-se que estas conferem estabilidade
térmica a proteina, tendo influéncia em muitas das propriedades da clara de ovo

observadas durante o aquecimento (GERRARD, 2002). As proteinas do plasma
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bovino (PPB) contém uma proteina de alto peso molecular (azx-Macroglobulina),
caracterizada como um inibidor n&do competitivo sobre as proteases. Na clara de
ovo, existe uma proteina homdloga, com comportamento idéntico
(WEERASINGHE; MORRISSEY; CHUNG, 1996).

Contudo, as variagdes de resultados em termos de estabilidade e forga de
gel, revelam uma acdo proteolitica distinta entre os musculos de pescado,
segundo as diferentes espécies. Consequentemente, ha diferenca na intensidade
e velocidade de autolise, com alteragdes no mecanismo inibidor e a possibilidade
de obtencdo de um gel de surimi sem a degradac&o miofibrilar, indicando a
necessidade de pesquisas tanto nesses quanto a utilizagdo de novos inibidores
de proteases e em relagdo ao mecanismo de geleificagdo no surimi (AKAZAWA,
MIYAUCH; SAKURADA, 1993; YONGSAWATDIGUL et al., 2000).



CAPITULO |

ARTIGO | - CARACTERIZACAO TEXTURAL E FiSICO-QUIMICA
DO GEL DE SURIMI DE JUNDIA (Rhamdia quelen)



33

CARACTERIZAQAO TEXTURAL E FiSICO-QUIMICA DO GEL DE SURIMI DE
JUNDIA (Rhamdia quelen)

KUHN, C.R,, FILGUERAS, R.S., TORRES, L., VENDRUSCOLO, J.L.S,,
SOARES, G.J.D.

RESUMO

A estabilidade térmica do gel de surimi e sua aplicagdo como alimento vao
depender de alteracdes estruturais e funcionais das proteinas miofibrilares do
pescado de origem, através de mecanismos ainda nao completamente
elucidados. Este trabalho avalia as caracteristicas texturais e fisico-quimicas do
gel de surimi de Jundid (Rhamdia quelen), propondo a elucidacdo do mecanismo
termo-induzido da estrutura do gel formado. O comportamento da proteina do
surimi foi demonstrado a partir do estudo de quatro sistemas de aquecimento (trés
pré-agquecimentos a 60°C durante 30, 45 e 60min + 90°C, 15min e um
aguecimento direto a 90° C, 15min) e da influéncia de diferentes aditivosprotéicos
(soroalbumina bovina (BSA) 1% (p/p) + az-Macroglobulina 0,1% (p/p) e clara de
ovo 3% (p/p)) nas caracteristicas do gel. A utilizacao de aditivos protéicos em géis
submetidos a 90° C, 15min produziu géis com maior forca e coesividade, em
relacdo aos géis pré-aquecidos. O uso de inibidores promoveu o aumento na
forca de gel (p<0,05) em relagdo ao controle, mesmo sob a temperatura de 60° C,
durante 60min, demonstrando sua contribuicdo para a estabilidade térmica da
proteina. As alteragbes no conteudo sulfidrilico dos géis sugerem que o
mecanismo de geleificagdo térmica do surimi de Jundia esta associado com o
incremento na formacdo de pontes dissulfeto, uma vez que os tratamentos com
menor conteudo de grupos SH (aquecimento a 90° C, 15min) apresentarammaior
forca de gel, enquanto que amostras submetidas previamente a 60°C
apresentaram maior conteudo sulfidrilico e menor forca de gel, caracteristica dos

géis com o fenbmeno modori.

Palavras-chave: surimi, forca de gel, conteddo sulfidrilico, mecanismo de

geleificacao.
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TEXTURAL AND PHYSICOCHEMICAL EVALUATION OF SURIMI GELATION
FROM JUNDIA (Rhamdia quelen)

ABSTRACT

Textural and physicochemical properties of surimi gels from Jundiad were
investigated to elucidate its heat-induced gelation mechanism. Protein additives
(BSA + a2-Macroglobulina and egg white) were added and the kamaboko gels
were obtained under four heating (three double stage heatings at 60° C- 30, 45
and 60min + 90° C, 15min and one step heating at 90° C, 15min). Gels submitted to
one step heating reached larger gel strength and cohesiveness in all treatments.
Control samples (without inhibitors) decreased the texture in all two-steps heating,
indicating the modori phenomenon. Treatments with inhibitors reached greater
texture (p<0,05) and egg white was the best inhibitor. Although with smaller
texture under 60° C, inhibitors have no presented progressive reduction in up to
60min, demonstrating its contribution for the protein thermal stability. The lower
SH content (heating for 90° C, 15min) have presented larger gel strength while
samples submitted previously for 60° C presented higher SH content and smaller
gel force, suggesting the modori phenomenon. Changes in the sulfhydryl content
associated with textural properties suggest that the mechanism of thermal gelation

is associated with the formation of disulfide bonds.

Key words: surimi, gel strength, sulfhydryl groups, gelation mechanism.
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1. INTRODUCAO

A formagé&o do gel termoestavel no surimi € uma etapa critica na obtengéo
de produtos analogos aos frutos do mar, os quais sdo geralmente comercializados
na forma de pré-cozidos. A formacdo da rede protéica tridimensional torna-se
fundamental na manutencdo e incremento das propriedades funcionais desses
produtos, a fim de propiciar uma adequada simulacdo da aparéncia e textura da
carne (VISESSANGUAN et al., 2000; KUHN, 2003; KUHN et al., 2004).

A formacdo do gel termoestavel no surimi € um processo fisico-quimico
complexo que envolve alteracdes estruturais e funcionais da proteina miofibrilar e
pode ser representada por estagios envolvendo a dissociacdo, a desnaturacao
térmica e a agregacao (ZIEGLER e FOEGEDING, 1990; MONTERO e GOMEZ-
GUILLEN, 1996; TOTOSAUS et al., 2002).

O incremento na temperatura constitui a forca motriz para o
desdobramento da cadeia protéica, o que enfraquece as ligacbes que mantém as
estruturas secundarias e terciarias. Com a ocorréncia da desnaturacao térmica,
as moléculas come¢cam a se desdobrar, aumentando a quantidade de agua ligada
a proteina. Na etapa seguinte, as reacdes de associacdo e agregacdo resultam
num sistema de gel, resultado da agregacdo molecular para a formacdo de uma
rede protéica tridimensional (VISSENSSANGUAN et al, 2000; TOTOSAUS et al.,
2002).

Na temperatura entre 50 e 65° C pode ocorrer o fendbmeno cenominado de
modori, com perdas na textura do gel e associado a acdo de proteases
enddgenas termicamente ativadas (catepsinas e proteases alcalinas). Uma outra
hipétese é baseada na coagulacao térmica da proteina miofibrilar, pelo excessivo
incremento de interagdes hidrofébicas, produzindo um intenso encolhimento das
cadeias, liberacdo excessiva de agua e a dispersdo da cadeia de um modo
heterogéneo (NIWA, 1992, AN, PETERS e SEYMOUR, 1996; GARCIA-
CARRENO, 1996; VISESSANGUAN et al., 2001).
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Acima de 70°C, ocorre um incremento de interacBes proteina-proteina,
possivelmente na porcao globular das moléculas de miosina, através de ligacfes
cruzadas covalentes dissulfeto. As ligacdes dissulfeto (SS) sdo formadas pela
oxidacéo de grupos sulfidrilicos (SH) adjacentes dentro da matriz protéica. Com o
desdobramento da cadeia polipeptidica devido a acdo do calor e a exposicédo dos
grupos reativos, as interacdes hidrofobas proteina-proteina sdo favorecidas. A
formacdo de uma rede compacta, pela oxidacdo de grupos SH internos que
originando as ligagbes dissulfeto, conduz a formacdo de geéis termicamente
irreversiveis. (REPPOND e BABBIT, 1993; MONTERO e GOMEZ-GUILLEN,
1996; GERRARD, 2002; HAMSAKUTTY, 2003).

Contudo, as intera¢des protéicas envolvidas na geleificagdo do surimi tém-
se mostrado dependentes da espécie de pescado empregada, uma vez que
diferencas na composicao e estrutura da molécula de vérias espécies podem ser
responsaveis pelas diferencas na capacidade de geleificacdo e,
conseguentemente, de propriedades texturais do gel kamaboko
(VISESSANGUAN et al., 2000; 2001; KUHN e SOARES, 2002).

O Jundia é uma espécie do género Rhamdia, familia Siluridae, encontrado
facilmente no Estado do RS e com potencial para a aquicultura. A espécie
apresenta rapido crescimento, rusticidade e com altas taxas de fecundacéo,
tornando-a propria para aquicultura e exploracdo, sem alteracdo nos estoques
nativos (LUCHINI e SALAS, 1985). O trabalho teve como objetivo, investigar as
caracteristicas da geleificacdo do surimi de Jundia, sob diferentes condicbes de
processamento, de modo a elucidar o mecanismo pelo qual o gel é formado, a fim
de complementar as informa¢cBes necessarias a futura utilizacdo da espécie na

producdo do surimi.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-prima

O Jundid (Rhamdia quelen) criado em cativeiro foi fornecido pelo
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Pelotas. O pescado foi
processado e filetado manualmente (em até 6h pos-captura), embalado a vacuo
em embalagens de polietileno e estocado a —30° C (freeze horizontal), até o
momento de seu processamento, em escala laboratorial (Laboratério de
Tecnologia de Alimentos — LTA, FURG).

2.2. Processamento de surimi

Os filés previamente descongelados foram submetidos ao processo de
separacao mecéanica (Baader mod. 694, num cilindro com perfuracdes de 5mm de
didmetro, Industria Pesqueira Furtado S.A.) para a obtencdo da polpa de
pescado. A polpa foi submetida a duas lavagens em tanques de polietileno
(t<10° C, proporcdo 3:1 agua:polpa), sob leve agitacdo durante 5min, can uma
drenagem entre as lavagens (Laboratério de Tecnologia de Alimentos — LTA,
FURG) (LIN e PARK, 1996). Apos o ciclo de lavagens, realizou-se o refino da
polpa por compressdo (manualmente, utilizando sistema pistao/cilindro em aco
inox com perfuracbes de 2mm de didmetro) e a operacdo de drenagem por
centrifugacdo (Hidroextrator YL 15, Ankofood Machine Co Ltd, Taiwan), retirando
0 excesso de agua da polpa, para atingir niveis de umidade (AOAC, 1995) entre
70-75%. Os crioprotetores (4% sorbitol, 0,3% tripolifosfato de so6dio — Synth
Laboratorios) foram misturados a polpa, com a pasta dividida para a adicdo de
dois inibidores: a mistura de BSA 1% (Soro albumina bovina, Sigma Chemical
Co.) e globulinas (a,-M, 0,1%); e clara de ovo 3% (Fisher Scientific), além do
controle (sem inibidores). O produto, surimi, foi congelado (-30°C, freezer
horizontal) e estocado até o momento da preparacédo do gel (KUHN e PRENTICE,
1999).
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2.3. Preparacao do gel kamaboko

Amostras de surimi (200g) foram descongeladas, adicionando-se o0s
ingredientes cloreto de sodio — NaCl (3%) e fécula de mandioca (5%), com a
mistura realizada em cutter de bancada (METVISA, mod CUT-3) para a obtencéo
de uma pasta homogénea, durante 2min. A pasta assim obtida foi acondicionada
em envoltorios de colageno (20mm de diametro) e submetida aos diferentes
tratamentos térmicos (KUHN, 2003):

a. Aquecimento direto — as amostras foram submetidas a uma Unica etapa
de aquecimento a temperatura de 90° C, durante 15 minutos. Esgotado o
tempo de aquecimento, foram imediatamente resfriadas em agua gelada,
(30min) e mantidas sob refrigeracdo a 5,0°C (até 24h) para as
determinacdes fisico-quimicas.

b. Pré-aguecimento — as amostras foram incubadas a temperatura de 60° C,
durante trés diferentes tempos: 30, 45 e 60 minutos, sendo
subsegientemente aquecidos a 90° C, 15min. Ao término do aquecimento,
foram imediatamente resfriadas (30min) e mantidas sob refrigeracdo a

5,0°C (até 24h) para as determinacdes fisico-quimicas.
2.4. Analises de textura

As propriedades texturais (forca de compressdo e coesividade) foram
avaliadas na Maquina Universal de Testes — Instron mod. 1130, (Laboratério de
Andlise de Alimentos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA, Clima Temperado), utilizando-se uma célula de carga de 50Kg,
velocidades de carta e cabeca de 10cm.min™, com célula plana de pistdo chato
(35mm de diametro) (SOARES e AREAS, 1995; KUHN et al., 2004)com um

minimo de trés repeticbes para cada tratamento, em dois ensaios:

a. Forca de compressédo (sentido axial) — Foi obtida avaliando-se a forca
maxima (g) suportada pela amostra cilindrica (2,0cm de altura e diametro)

antes do seu rompimento, sem perda de sua estrutura.
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b. Coesividade — A mesma amostra foi submetida a uma segunda
compressdo de modo separado e consecutivo, registrando-se a forca
maxima (g) nesse momento. As razfes entre as areas ou picos de forgca

obtidos foram transformadas em coesividade.

2.5. Quantificacdo de grupamentos sulfidrilicos (SH)

As amostras (0,1g) foram homogeneizadas em 20ml de solucdo de uréia
8M — SDS 2% - EDTA 10mM em tampéo fosfato 0,1M (pH 6,8) utilizando um
Homogeneizador Teflon. Uma aliqguota de 4ml do homogeneizado foi misturada
com 0,4ml de solucdo 0,1% de DTNB (5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid, Sigma
Chemical Co) e incubado a 40° C durante 15min. A absortAncia foi determinada
utilizando-se um comprimento de onda de 412nm (espectrofotdmetro Ultrospec
2000, Pharmacia). O conteudo sulfidrilico foi calculado usando o coeficiente de
extingdo molar de 13.600M™.cm™ (TUNHUN et al., 2002).

2.6. Analise estatistica

O delineamento experimental constou de 36 amostras, decorrentes de um
fatorial 4x3x3 (quatro aquecimentos, trés formulacdes, trés repeticoes,
respectivamente), analisadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e a
diferenca de médias calculada através do teste de Tuckey (HSD, all pairwise
comparisons), com nivel de significAncia estabelecido a p<0,05, utilizando o
software Statistica for Windows, verséo 8.0 (STATSOFT, 1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A forca de gel do surimi sem inibidores (controle) na fase de duplo estagio
de aquecimento mostrou ser dependente do tempo de aquecimento (Fig 1). A
medida que o tempo de aquecimento a 60°C aumenta, diminui significativamente
a forca de gel. Esta diminuicdo decorre possivelmente de maior acao proteolitica.

Com a utilizacdo de aditivos protéicos (BSA/a,—M, e EW) verificou-se um
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aumento na forca de compressédo (p<0,05), praticamente constante até o final do
tempo de pré-aquecimento (60min), com a clara de ovo alcangando maiores

valores em relacdo a combinacdo das proteinas do plasma, BSA/oa,—M,

confirmando o aumento da resisténcia térmica dos géis kamaboko.

Forga (Kg)
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Figura 1 — Caracterizacdo da forca de compressédo dos géis de surimi de Jundia.
Pré-aquecimentos a 60° C: A (30min), B (45min) e C(60min), todos seguidos de
aquecimento final a 90° C, 15min; D, gapa Unica de aquecimento a 90° C, 15min

(*controle, sem inibidores). EW: clara de ovo; BSA/2-M: combinagcédo de

albumina do soro bovina e a, —Macroglobulina; SI: sem inibidores.

Esse comportamento da forca de gel do surimi de Jundid também foi
observado em outras espécies, como Tilapia (Oreochromis sp), Alabote-dente-
curvo (Atheresthes stomias), e Merluza (Merluccius sp) (AN, PETERS e
SEYMOUR, 1996; YONGSAWATDIGUL et al.,, 2000; VISESSANGUAN et al,
2001), tanto com a utilizacéo de inibidores como no efeito do tratamento térmico a
60°C sobre amostras sem inibidores. No entanto, géis de Carapau-do-Japao
(Trachurus japonicus) depois de mostrar um incremento inicial na forca de gel, em
presenca de inibidores, esta propriedade diminuiu com o prolongamento do tempo
de cocgdo e, nas amostras controle, a mesma nao foi detectavel apos trinta

minutos a 70°C, evidenciando uma elevada atividade proteolitica (CHEN, 2000).

A maior forca de compressédo (p<0,05) nos geéis obtidos no tratamento
térmico direto (90°C, 15min) em relacdo aos géis submetidos aos pré
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aguecimentos a 60°C indicou uma geleificacao protéica miofibrilar mais adequada
em altas temperaturas e um efeito térmico inibitorio sobre uma possivel protedlise.
A adicdo de compostos inibidores aumentou (p<0,05) a forca de gel, em relacdo a
amostra controle, com efeitos similares também observados em outras espécies
de pescado (TABILO-MUNIZAGA e BARBOSA-CANOVAS, 2005; GARCIA-
CARRENO, 1996; RAEKER e JOHNSON, 1995) utilizando os mesmos compostos
protéicos como inibidores.

A forca de compressdo média do gel de Jundia (12,0Kg) foi superior aos
observados para géis de Pescada-foguete (Macrodon ancylodon) (3,0Kg) (KUHN
et al.,, 2004; 2003) e na Castanha (Umbrina canosai) (3,4Kg) (LEMPEK et al.,
2004) sem uso de inibidores. Constatou-se ainda maior diferenca para geéis de
Tilapia (Oreochromis sp), espécie de agua doce amplamente utilizada na
aquicultura, que apresentaram um perfil textural, para o mesmo ensaio
instrumental, com valores de mais de trés vezes menor, mesmo sob a utilizacdo
de diferentes hidrocoléides (BARRETO e BEIRAO, 1999).

Os dados do experimento confirmaram a contribuicdo da clara de ovo (EW)
para o acréscimo da forca de gel, atribuido as propriedades do conjunto de suas
proteinas, sem alterar a rede protéica, visto que em concentracdes superiores a
utilizada pode ocorrer a formacédo de um gel brando interferindo negativamente na
textura dos produtos a base de surimi (LEE, WU e OKADA, 1992).

A atuacdo do complexo inibidor EW no gel de Jundia ndo encontrou
limitacbes devido ao tamanho da molécula. Isso indica que o0 processo de
elaboracdo do surimi facilitou a penetracdo e difusdo do inibidor no tecido
muscular, confirmando observacfes anteriores em géis de Merluza do Pacifico
(MORRISSEY et al., 1993; RAEKER e JOHNSON, 1995; ASHIE, SIMPSON e
RAMASWAMY, 1996), Pescada (KUHN e SOARES, 2002), e Carapau-do-Japao
(CHEN, 2000).

A combinacdo de proteinas do plasma (soro albumina bovina (BSA) e a-

Macroglobulina (a2-M), contribuiu para melhorar a textura do gel de surimi de
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Jundia, embora em nivel inferior (p<0,05) ao gel tratado com EW (Fig 1). A
criacdo desse efeito sinérgico propiciou uma textura de gel superior comparado
ao de pescada, no qual utilizou-se somente BSA como inibidor (KUHN et al.,
2003) ou similar, quando se utiliza BSA em concentracbes acima de 3%
(SEYMOUR et al., 1997). Na ampliacdo desse efeito sinérgico ja foi utilizado o
conjunto de proteinas do plasma bovino (PPB) onde, devido a presenca de
moléculas de fibrinogénio, ocorre uma interacdo entre a BSA, a>-M e a miosina,
resultando em maior forca de gel (MORRISSEY et al., 1993; SEYMOUR et al.,
1997; CHEN, 2000).

A coesividade dos géis diminuiu (Fig 2) nos tratamentos térmicos com
duplo estagio de aquecimento, principalmente apds os 45min de aquecimento. O
decréscimo pode ser atribuido a desnaturacéo protéica, que altera as interacées
intermoleculares das cadeias protéicas pelo longo periodo de exposicdo ao
aquecimento (LANIER, 1986) associada ainda a uma possivel acao proteolitica
(AN, PETERS e SEYMOUR, 1996).
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Figura 2 — Efeito dos tratamentos na coesividade dos géis de surimi de Jundia.
Pré-aquecimentos a 60° C: A (30min), B (45min) e C(60min), todos seguidos de
aquecimento final a 90° C, 15min; D, éapa Unica de aquecimento a 90° C, 15min
(*controle, sem inibidores). EW: clara de ovo; BSA/2-M: combinagdo de
albumina do soro bovina e a, —Macroglobulina; SI: sem inibidores.
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O efeito de uma acdo proteolitica foi mais bem controlada a partir dos
45min de aquecimento, onde constatou-se uma melhor resposta da combinacéao
das proteinas do plasma (BSA e a,-M), em relacdo a EW, atribuida a presenca da
fracdo y-globulina presente na BSA, que confere ao inibidor estabilidade térmica,
exigindo assim uma maior temperatura de desnaturacdo (RAEKER e JOHNSON,
1995).

Os valores de coesividade no aquecimento direto ndo diferem entre os
tratamentos (Fig 2), indicando a integridade da matriz protéica e,
conseglentemente, a manutencdo da textura elastica (ashi) do gel kamaboko.
Géis de surimi de Merluza do Atlantico (Merluccius spp) apresentaram o mesmo
comportamento, em condi¢des similares de aguecimento (MURPHY et al., 2005),
corroborando os resultados apresentados. Além disso, a estabilidade térmica da
miosina, um fator dependente da espécie e condicbes de habitat, influi nas
propriedades do gel, onde a proteina proveniente de espécies de aguas frias
utilizadas na elaboracéo do gel se apresenta mais instavel quando submetida ao
tratamento térmico (MORALES et al., 2001).

A quantificacdo dos grupamentos sulfidrilicos (SH) nos géis de surimi de
Jundié revelou um decréscimo desses grupos ap0s os tratamentos térmicos (tab

1), especialmente no sistema de aquecimento direto (p<0,05).

Tabela 1 — Quantificac@o de grupos sulfidrilicos para surimi e géis kamaboko.

SH (mol/10°g proteina)
Tratamento térmico
EW BSA/a,-M Si
30min + 90° C, 15min 4,3021 Ba 4,4105 Aa 5,1553 Bb
60°C  45min +90°C, 15min | 5,1538 Cb 4,6120 Aa 5,6856 Bc
60min + 90° C, 15min 5,4423 Cb 4,4615 Aa 5,1392 Bb
90° C, 15min (*) 3,7433 Aa 4,2859 Ab 4,4065 Ab
Surimi 6,7678 Da 6,5707 Bb 6,4966 Db

Géis com inibidores: EW: clara de ovo, BSA/a,—M: soro albumina bovina e o, —
Macroglobulina; SI, sem inibidores; *Controle. Valores assinalados com letras
maiUsculas nas colunas e minUsculas nas linhas diferem entre si pelo teste de Tuckey
(p<0,05)
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O contetdo sulfidrilico de 6,49mol/10°g de proteina do surimi de Jundia,
sem adicao de inibidores (Tab 1), foi semelhante aos obtidos em outras espécies
de pescados, como o Salmao (Oncorhynchus tshawytscha) (LIN e PARK, 1998) e
Carapau-do-Japao (VISESSANGUAN et al, 2000). Enquanto que géis de Carpa
(Cyprinus carpio) e Peixe-voador do Japédo (Cypselurus hiraii) os teores de grupos
SH sdo maiores, atingindo valores da ordem de 8,0 e 7,0mol/10°g da proteina,
respectivamente (RUNGLERDKRIANGKRAI et al., 1999).

As diferencas no contetdo sulfidrilico dos géis de Jundia mostraram-se
dependentes dos sistemas de aquecimento (Fig 3). O sistema de aguecimento
por duplo estagio apresentou niveis maiores (p<0,05) de sulfidrilas,
correspondendo aos menores valores de forca de gel, observados no ensaio de
compressao (Fig 1). Portanto, no aquecimento direto houve um decréscimo
(p<0,05) de grupamentos sulfidrilicos do gel kamaboko de Jundi& que, através da
sua oxidacao, proporcionam a formacdo de ligacdes cruzadas intermoleculares
dissulfeto (SS), aumentando assim a forca de gel (GERRARD, 2002; BENJAKUL
et al., 2001; BENJAKUL, VISESSANGUAN e CHANTARASUWAN, 2004).
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Figura 3 — Quantificacdo de grupos sulfidrilicos de géis kamaboko e do surimi de
Jundia. Pré-aquecimentos a 60°C: A (30min), B (45min) e C(60min), todos
seguidos de aquecimento a 90° C, 15min; D, etapa Unica de aquecimento a 90° C,
15min. EW: clara de ovo; BSA/2—-M: combinac¢ado de albumina do soro bovina e a;
—Macroglobulina; Sl: sem inibidores, (*) Controle, sem inibidores.
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O decréscimo significativo de grupos SH observado no gel de Jundi4 no
aguecimento direto é similar ao observado em outras espécies, como o0
Escamudo-do-Alasca, (Theragra chalcogramma.) (HOSSAIN et al., 2001), Carpa
e Peixe-voador do Japdo (RUNGLERDKRIANGKRAI et al., 1999; TUNHUN et al.,
2002), nas quais os géis também apresentaram diminuicdo em temperaturas
superiores a 80° C Algumas espécies, como a Catalufa pintada (Priacanthus spp)
demonstraram decréscimo efetivo no conteddo sulfidrilico em um intervalo de
temperatura menor, entre 50-70°C, sendo termicamente mais suscetiveis a
formacdo de pontes dissulfeto (BENJAKUL et al., 2001).

O fendmeno ocorre principalmente na por¢cdo globular da molécula de
miosina, onde se encontra a maior parte dos grupos SH (VISESSANGUAN et al.,
2000), em decorréncia do seu desdobramento e a formacdo do polimero
responsavel pela rede protéica tridimensional caracteristica do gel kamaboko
(MONTERO e GOMEZ-GUILLEN, 1996).

Os géis kamaboko de Jundid expostos a 60°C apresentaram maior
contetdo sulfidrilico e decréscimo na forca de gel, possivelmente pela nao
formagcdo das ligagbes dissulfeto intermoleculares. Perdas na textura, nestas
condi¢cbes, indicam a ocorréncia do modori, devido a presenca de proteases
termoestaveis ativadas na faixa de temperatura a entre 50-70°C (KUHN e
SOARES, 2002). Além da acédo proteolitica, uma excessiva interacdo hidrofobica
provocada pela associacdo da temperatura e prolongamento do tempo de
aguecimento, pode levar a formacao inadequada do gel, caracterizando o “modori
nao-proteolitico” (LEE, WU e OKADA, 1992), um fendbmeno que conduz ao
encolhimento na estrutura, perda de agua e dispersdo das cadeias protéicas de
forma heterogénea (MONTERO e GOMEZ-GUILLEN, 1996).

4, CONCLUSAO
A melhor textura do gel de jundid (forca de compressdo e coesividade)

ocorre com o decréscimo do conteudo sulfidrilico da proteina, comprovando a sua

influéncia no mecanismo de formacéo do gel de surimi de Jundia. O duplo estagio
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de aguecimento mantém os maiores niveis de sulfidrilas em relacdo ao sistema
de aquecimento direto, com perdas na textura, o que caracteriza o fenémeno
modori. A presenca de aditivos protéicos também contribui para a reducdo dos

grupos SH, melhorando significativamente a textura do gel de surimi de Jundia.
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GELEIFICACAO TERMO-INDUZIDA DO SURIMI DE JUNDIA (Rhamdia quelen)

KUHN, C.R., TORRES, L., ALFARO, A.; VENDRUSCOLO, J.L.S., PRENTICE, C.,
SOARES, G.J.D.

RESUMO

A caracterizacdo do fenbmeno de geleificacdo termo-induzida do gel de surimi de
Jundia (Rhamdia quelen) foi realizada através da analise de propriedades
reoldgicas e fisico-quimicas, através de quatro tratamentos térmicos (preé-
aguecimento a 60° C durane 30, 45 e 60min + 90° C, 15min e aguecimento direto
a 90°C, 15min) e trés formulacbes: Duas com inibidores de protease
(soroalbumina bovina (BSA) + o,-Macroglobulina e clara de ovo) e uma sem
inibidores. A utilizacdo de aditivos protéicos em géis submetidos a 90° C, 15min
possibilita uma maior forgca de gel, maior coesividade (p<0,05) e um melhor perfil
reoldgico demonstrando um incremento no modulo de elasticidade. Em amostras
submetidas a pré-aquecimento, foi obtida uma menor forca de gel, menor
coesividade e maior oscilacdo dos parametros de elasticidade e angulo de fase.
Todos os sistemas de aquecimento testados ndo apresentaram diferenca (p<0,05)
quanto aos niveis de peptideos soluveis. Contudo, a menor textura (forca de gel e
coesividade) e o perfil reolégico indicam a provavel ocorréncia do modori de

origem nao-proteolitica.

Palavras-chave: surimi, forca de gel, geleificacdo térmica.
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HEAT-INDUCED GELATION OF SURIMI FROM JUNDIA (Rhamdia quelen)

ABSTRACT

Thermal gelation of surimi from Jundia (Rhamdia quelen) it was carry out through
the evaluation of rheology and physicochemical properties by using four heating
systems (three pre-heating at 60° C during 30, 45 and 60min + 90° C, 15min and a
one-step heating at 90° C, 15min) and three formulations which two with protease
inhibitors (bovine serum albumin (BSA) + a,-Macroglobulina and egg white) and
one formulation without inhibitors. Samples with inhibitors and one-step heating
reached higher (p <0,05) gel force, cohesiveness and have presented an increase
in the storage modulus (G’). The behavior of two-step heating includes smaller
texture and a larger oscillation in the storage modulus and phase angle. The
heating systems were not significant (p<0,05) to the soluble peptides levels.
However, the lowest texture and rheological profile have indicated a probably
occurrence of the non-proteolytic modori at 60°C (two-step heating).

Key words: surimi, gel strength, thermal gelation.
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1. INTRODUCAO

A geleificacdo termo-induzida € um dos fenbmenos mais interessantes na
ciéncia dos alimentos e que pode ser definido como uma agregacao de moléculas
desnaturadas com determinada ordenacdo, resultando na formacdo de uma
cadeia continua (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989; ZIEGLER e FOEGEDING,
1990).

Na moderna Tecnologia de Alimentos, o desafio esta em gerar produtos
atrativos ao consumidor utilizando somente uma faixa limitada de ingredientes. As
proteinas sdo uma das principais classes de moléculas disponiveis para essa
finalidade, através da agregacao protéica e da formacéo de ligacdes cruzadas
intermoleculares (MOTOKI e KUMAZAWA, 2000).

O processamento de alimentos envolve freqlientemente altas
temperaturas, extremos de pH, exposicdo a condi¢cdes oxidantes e acdo quimica
ndo controlada de enzimas. Tais condi¢cdes resultam na alteracdo da estrutura
protéica com mudancas substanciais na estrutura das cadeias polipeptidicas e na
suas propriedades nutricionais e funcionais (GERRARD, 2002; TOTOSAUS et al.,
2002).

A geleificacéo térmica do surimi € uma etapa fundamentalmente importante
na manufatura de uma variedade de produtos analogos a frutos do mar. A
elevacdo da temperatura promove alteracbes que levam a formacdo de uma
estrutura protéica tridimensional, decorrente de trés etapas atingidas durante o
processo: suwari, modori e kamaboko. Essa rede protéica contribui ndo somente
para a textura elastica, mas também com outras propriedades funcionais
importantes para simular a aparéncia e textura da carne (VISESSANGUAN et al.,
2000).

O gel é obtido a partir de monémeros de proteinas sollveis que se
agregam de modo finito, formando o primeiro estagio, denominado pré-gel
(suwari), o qual vai evoluir para um ponto de gel, acima dos 50°C, pelas
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interacdes entre as regides hidrofébicas, situadas proximas a cabeca da molécula
de miosina. Entretanto, na faixa de temperatura entre 50-70° C, pode ocorrer a
guebra da rede protéica (modori) pré-estabelecida no suwari, sendo associado
com a acado de proteinases enddgenas termicamente ativadas e/ou
comportamento térmico da proteina miofibrilar. A temperatura de 80-90°C ocorre
a formacdo de um gel opaco e forte, denominado kamaboko. Nesse gel, a
actomiosina induzida por efeito do calor, aprisiona moléculas de agua, através de
ligacBes cruzadas, as quais séo vitais para a manutencao correta da conformacao
das proteinas e podem controlar o grau de flexibilidade da cadeia polipeptidica,
inclusive in vivo (NIWA, 1992; REPPOND e BABBIT, 1993; VISSENSSANGUAN e
AN, 2000; HAMSAKUTTY, 2003).

A capacidade da miosina para formar ligacfes cruzadas, tanto de modo
intra como intermolecular durante o tratamento térmico, é considerada vital para a
geleificacdo de alimentos protéicos como o surimi. As ligacfes dissulfeto (SS) sao
formadas por grupos oxidativos de residuos de cisteina (grupos tiol, SH)
adjacentes dentro da matriz protéica. O desdobramento da cadeia polipeptidica
pela acdo do calor conduz a exposicdo dos grupos reativos, favorecendo as
interacdes hidrofobas proteina-proteina. A elevada massa protéica molecular e
uma grande quantidade de aminoacidos hidrofobos possibilitam a formagédo de
uma rede compacta, pela exposicdo de grupos SH internos e formacéo de
ligacdes dissulfeto, conduzindo a formacéo de géis termicamente irreversiveis
(CHEFTEL,; CUQ; LORIENT, 1989; GERRARD, 2002).

Contudo, a capacidade de geleificacdo da miosina é altamente relacionada
com a espécie utilizada (até mesmo variacdo na propria espécie) e condi¢cdes de
preparo do surimi. Diferentes capacidades de geleificacdo do musculo entre
espécies sdo atribuidas as diferencas nas ligagGes cruzadas entre as moléculas
de miosina, particularmente na sua porcdo globular, em funcdo de sua
conformacédo nativa (VISESSANGUAN et al., 2000; 2001).

O presente trabalho teve como objetivo verificar o mecanismo de
geleificacdo térmica do surimi de Jundia (Rhamdia quelen) e suas alteracBes
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fisico-quimicas decorrentes do tratamento térmico e da adicdo de inibidores de
protease normalmente utilizados na obtencéo de produtos geleificados a base de

surimi.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

O Jundid (Rhamdia quelen), criado em cativeiro e fornecido pelo
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Pelotas, foi processado e
filetado manualmente (em até 6h pds-captura), embalado a vacuo em
embalagens de polietileno e estocado a —30° C (feezer horizontal) até 0 momento
de seu processamento, constituindo assim a matéria-prima para o processamento
de surimi (KUHN et al., 2006).

2.2 Processamento de surimi

Os filés previamente descongelados foram submetidos ao processo de
separacao mecéanica (Baader mod. 694, num cilindro com perfuracdes de 5mm de
didmetro, Industria Pesqueira Furtado S.A.) para a obtencdo da polpa de
pescado. A polpa foi submetida a duas lavagens em tanques de polietileno (dgua
fria a t<10° C, razdo 3:1 agua/polpa), sob leve agtacdo durante 5min, com uma
drenagem entre as lavagens (LIN e PARK, 1998). Apds o ciclo de lavagens,
realizou-se o refino da polpa por compressdo (manualmente, utilizando sistema
pistdo/cilindro em acgo inox com perfuracdes de 2mm de diametro) e a operacao
de drenagem por centrifugacédo (Hidroextrator YL 15, Ankofood Machine Co Ltd.,
Taiwan), retirando-se o excesso de agua da polpa, para atingir niveis de umidade
(AOAC, 1995) entre 70-75%. Os crioprotetores (4% (p/p) sorbitol, 0,3%(p/p)
tripolifosfato de sédio — Synth Laboratérios) foram misturados a polpa, com a
pasta dividida para a adicdo de dois inibidores: a mistura de BSA 1% (Soro
albumina bovina, Sigma Chemical Co) e globulinas (az-M, 0,1%); e clara de ovo
3% (Fisher Scientific), além do controle (sem inibidores). O produto, surimi, foi

congelado (-30° C, freezer horizontal) e estocado (Laboratério de Tecnologia de
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Alimentos, LTA — FURG) até o momento da preparacdo do gel (KUHN e
PRENTICE, 1999).

2.3 Preparacao do gel termoestavel (kamaboko)

Amostras de surimi (200g) foram descongeladas, adicionando-se o0s
ingredientes cloreto de sodio — NaCl (3%) e fécula de mandioca (5%), com a
mistura realizada em cutter de bancada (METVISA, mod CUT-3) para a obtencéo
de uma pasta homogénea, durante 2min. A pasta assim obtida foi acondicionada
em envoltorios de colageno (20mm de diametro) e submetida aos diferentes
tratamentos térmicos (KUHN, 2003):

a. Aquecimento direto — as amostras foram submetidas a uma Unica etapa
de aquecimento a temperatura de 90° C, durante 15 minutos. Esgotado o
tempo de aquecimento, foram imediatamente resfriadas em agua gelada,
durante 30min e mantidas sob refrigeracdo a 5,0°C (max 24h) para as
determinacdes fisico-quimicas.

b. Pré-aguecimento — as amostras foram incubadas a temperatura de 60° C,
durante trés diferentes tempos: 30, 45 e 60 minutos e, apds, submetidos ao
aguecimento a 90°C, 15mim, sendo imediatamente resfriadas em &agua
gelada, durante 30min e mantidas sob refrigeracéo a 5,0°C (méax 24h) para

as determinacdes fisico-quimicas.
2.4 Anélises de textura

As propriedades texturais (forca de compressdo e coesividade) foram
avaliadas na Maquina Universal de Testes — Instron, mod. 1130 (Laboratério de
Andlise de Alimentos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA, Clima Temperado), utilizando-se uma célula de carga de 50Kg,
velocidades de carta e cabeca de 10cm.min™, com célula plana de pistdo chato

(35mm de diametro) com um minimo de trés repeticdes para cada tratamento.
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Para a forca de compresséao, a forca maxima (g) suportada pela amostra
cilindrica (2,0cm de altura e diametro, sentido axial) foi obtida antes do seu
rompimento, sem perda de sua estrutura. A seguir, utilizando-se da mesma
amostra, foi realizada uma segunda compressdo de modo separado e
consecutivo, registrando-se a forca maxima (g) nesse momento. As razdes entre
as éareas ou picos de forca obtidos foram transformadas em coesividade
(SOARES e AREAS, 1995; KUHN et al., 2003).

2.5 Propriedades viscoelasticas

As amostras de surimi (8g) previamente preparadas foram
homogeneizadas em uma solucdo de NaCl 0,6M a uma razdo 1:1 (p/p), para
avaliacdo do moédulo de elasticidade (G’) e angulo de fase (AF) utilizando-se o
redbmetro Haake Rheostress RS-150 (EKO Instruments Trading Co. Ltd., Tokyo,
Japan), com o software Rheowin Job Manager, no Laboratério de Biopolimeros da
Universidade Federal de Pelotas (LEE et al., 1997, YONGSAWATDIGUL et al.,
2000).

As determinacdes foram conduzidas configurando-se o equipamento para
ensaio no modo oscilatério, em placas paralelas de 20mm de diametro, fenda de
1,0mm (GAP), frequiéncia de 2,1Hz, tensédo de 0,05uN.m e taxa de aguecimento
de 2°C.min' (‘rampas de temperatura’). As amostras (pastas de surimi) foram
submetidas ao aquecimento continuo de 10 até 90° C para o0 aquecimento direto e
10 até 60°C para o duplo estagio de aguecimento; mantendo-se esta Ultima
temperatura durante 1 hora (BENJAKUL et al., 2001; ALFARO, 2004).

2.6 Determinacdo de peptideos soluveis em TCA

Amostras do gel kamaboko (3g) foram homogeneizadas numa solucéo
(27ml) de acido tricloroacético — TCA (5%), incubadas (4° C, 1h) e centrifugadas
(5000xg, 5min). As proteinas recuperadas do sobrenadante foram quantificadas
(BRADFORD, 1976) e expressas como pmol tirosina.g™ misculo (BENJAKUL;
VISESSANGUAN; CHANTARASUWAN, 2004).
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2.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se analise de variancia (ANOVA),
com a diferenca de médias calculada através do teste de Tukey (HSD, all pairwise
comparisons), com nivel de significAncia estabelecido a p<0,05, utilizando o
software Statistica for Windows, verséo 8.0 (STATSOFT, 1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
As alteracbes visualizadas no modulo de elasticidade (G’) para as

amostras submetidas ao aquecimento direto revelam diferengcas no processo de

geleificacdo térmica, devido a participacdo dos inibidores (Fig 1).
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Figura 1 — Comportamento reolégico de géis de surimi de Jundia aquecidos a 90°C
(etapa Unica de aquecimento). Propriedades viscoelasticas: G’, moédulo de
elasticidade; AF, angulo de fase. Géis: C, controle; EW, clara de ovo; BPP,
combinacédo de albumina do soro bovino (BSA) e a, —Macroglobulina (a,—M).

Na amostra controle, sem inibidores (C), um acréscimo nos valores do

moédulo de elasticidade € verificado a partir dos 15min de aquecimento,
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correspondendo a uma temperatura de 38° C, apoximadamente. As amostras
com os inibidores apresentam comportamento diferenciado, particularmente apés
18min de aquecimento (temperatura de 45-50°C), notandose ainda, notadas

modificacdes no angulo de fase no intervalo de tempo entre 18-28min.

As variacdes mais intensas nos modulos de elasticidade (G’) e do angulo
de fase indicam o inicio do processo de geleificacdo térmica do surimi de Jundia e
a transicdo sol-gel, estando em conformidade com perfis de géis de surimi de
Escamudo-do-Alasca (Theragar chalcogramma) e  Alabote-dente-curvo
(Atheresthes stomias), nos quais foram observadas modificacbes nos parametros
viscoelasticos a partir de 30° C (YOO e LEE, 1994;VISESSANGUAN et al, 2000).

No entanto, pequenas variagdes foram constatadas no inicio da transicao
sol-gel em géis de surimi de Baga de Lagoa (Nemipterus bleekeri) e da
actomiosina do muasculo de Vieira (Patinopecten yessoensis), em faixas de
temperaturas de 40,0°C e 22,0°C, respectivamente (YONGSAWATDIGUL e
PARK, 2003; YOSHIDA et al., 2003).

O uso do angulo de fase para a avaliacao das caracteristicas de formacgao
da rede protéica tem a vantagem de incorporar o efeito da contribuicdo do médulo
de viscosidade (G”), através da razdo G”/G’. Assim, a formacdo da rede protéica
caracterizada pelo predominio da fase elastica sobre a viscosa, refletindo-se no
decréscimo do angulo de fase (VISESSANGUAN et al., 2000).

As oscilacdes iniciais no modulo de elasticidade podem ser atribuidas ao
desdobramento da molécula de miosina, 0 que conduz a um aumento na fluidez
do semigel e pode separar algumas redes protéicas ja formadas. O processo
caracteriza uma desnaturacdo, com a exposi¢cdo de grupamentos sulfidrilicos,
subsequentemente envolvidos na formacdo de ligacdes intermoleculares no
processo de agregacédo, formando pontes dissulfeto, movidos pelo incremento da
temperatura (KUHN et al., 2006). O desenvolvimento da rede protéica
tridimensional é confirmado pelo significativo incremento no modulo de

elasticidade e decréscimo do angulo de fase, a medida que a temperatura atinge
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valores superiores a 60°C (STONE e STANLEY, 1992; VISESSANGUAN et al.,
2000).

Nos géis de surimi de Jundi& foi possivel verificar esse comportamento a
partir de 27min de aguecimento, a uma temperatura de 65°C. O fendmeno,
descrito igualmente em géis de Polaca-do-Alasca (Theragra chalcogramma), ndo
foi verificado em géis de Carpa comum (Cyprinus carpio) (SANO et al., 1988). As
diferencas entre as espécies sdo atribuidas as caracteristicas da molécula de
miosina, tais como sua conformacdo nativa, facilidade de interagdo, tamanho e
comprimento da molécula, que por sua vez, sdo influenciadas por fatores
inerentes ao espécime e ao habitat (MORRISSEY et al, 1993
YONGSAWATDIGUL et al., 1995; 2000; KUHN e SOARES, 2002).

E possivel verificar ainda, na amostra controle, oscilagdes maiores no
angulo de fase e no modulo de elasticidade a medida que aumentam o tempo e a
temperatura de aquecimento. Isto indica a ndo formacdo de um gel adequado,
confirmada também em ensaios de textura, onde se alcancaram valores inferiores
as amostras contendo inibidores, comprovando a contribuicdo destes compostos
para uma adequada formacao de gel.

Contudo, quando submetidos ao aquecimento em duplo estagio (60°C), os
géis de surimi de Jundia apresentaram visiveis alteracdes no perfil do médulo de
elasticidade e no angulo de fase, revelando assim o efeito da temperatura sobre o
mecanismo geleificacdo térmica (Fig 2).

As oscilacdes verificadas no modulo de elasticidade durante uma
exposicao a 60° C, condiz com uma geleifcacdo inadequada, possivelmente pela
ocorréncia do modori. Da mesma forma, o angulo de fase ndo demonstra
tendéncia decrescente, mas oscilacfes que persistem durante todo o periodo de
pré-aquecimento. Isto indica variagbes também no modulo de viscosidade,
interferindo assim na relacdo G”/G’ com o modulo de elasticidade, refletida na

diminuicdo da capacidade de geleificacdo dessas amostras.
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Figura 2 — Comportamento reoldgico de géis de surimi de Jundia pré-aquecidos a 60°C
(duplo estagio de aquecimento). Propriedades reoldgicas: G’', modulo de elasticidade;
AF, angulo de fase. Géis: Sl, sem inibidores; EW, clara de ovo; BPP, combinacao de
soro albumina bovina (BSA) e a,; —Macroglobulina (a—M).

A ocorréncia de modori e seu efeito sobre a geleificacdo térmica também
foram relatados, similarmente ao gel de surimi de Jundia, em géis de Alabote-
dente-curvo (Atheresthes stomias), nos quais o modulo de elasticidade nas
amostras sem inibidores resultou numa magnitude inferior e o angulo de fase
permanece constante ao longo do tempo (VISESSANGUAN e AN, 2000).

A forca de gel do surimi sem inibidores (controle) na fase de duplo estagio
de aquecimento mostrou ser dependente do tempo (tab 1), com diminuicdo
significativa na forca de gel, provavelmente pela indu¢gdo ao modori. Ambos os
inibidores (BSA/a>-M, e EW) promoveram acréscimo na forca de compressao
(p<0,05), que se manteve praticamente constante até o final do tempo de pré-
aguecimento (60min), indicando um aumento da resisténcia térmica dos géis

kamaboko, embora com magnitudes distintas para cada composto.
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Tabela 1 — Forca de compressdo em géis de surimi de Jundia.
Forca de compresséao (g)

EW BSA/a>-M Sl

Tratamento térmico

30min + 90°C, 15min | 12.211 ABa 10.450 ABb 6.400 Bc
60°C  45min + 90°C, 15min | 11.767 Ba 10.139 Bb 5.306 Cc

60min + 90°C, 15min | 11.911 Ba 10.167 Bb 4.972 Cc

90° C, 15min 13.463 Aa 11.884 Ab 10.825 Ab (*)

Géis com inibidores: EW: clara de ovo, BSA/a,—M: soro albumina bovina e o, —
Macroglobulina; SI, sem inibidores; (*) Controle Valores assinalados com letras
maiusculas nas colunas e minisculas nas linhas diferem entre si pelo teste de Tuckey
(p<0,05)

A maior forca de gel (p<0,05) atingida no aquecimento (90°C, 15min)
evidencia um efeito térmico inibitério sobre uma possivel protedlise e o
conseqguente favorecimento da geleificacdo protéica miofibrilar em altas
temperaturas. Efeito similar também foi observado em espécies como Tilapia
(Oreochromis sp), Alabote-dente-curvo (Atheresthes stomias), e Merluza
(Merluccius sp) (AN, PETERS; SEYMOUR, 1996; YONGSAWATDIGUL et al.,
2000; VISESSANGUAN et al.,, 2001). No entanto, géis de Carapau-do-Japao
(Trachurus japonicus) ap6s um incremento inicial na forca de gel na presenca de
inibidores, demonstram uma perda de textura com o prolongamento do tempo de
coccdo a 70°C e, nas amostras controle, a forca de gel ndo foi mensuravel apés

trinta minutos, contrariamente ao observado neste experimento (CHEN, 2000).

O emprego de inibidores e seu efeito no incremento na textura do gel de
surimi de Jundia supera também resultados obtidos para a Pescada (Macrodon
ancylodon), em condi¢cGes similares de processamento (KUHN e PRENTICE,
1999; KUHN et al., 2004). O decréscimo de grupamentos sulfidrilicos (SH) que se
oxidam para a formacgéo de pontes dissulfeto (SS), ocorre com maior intensidade
para a formacdo do gel termoestavel em amostras contendo inibidores e/ou
submetidas a um aquecimento direto em altas temperaturas, podendo ainda
contribuir no melhor perfil reolégico apresentado na geleificagdo termo-induzida
do surimi de Jundia (KUHN et al., 2006).



65

A quantificacdo de peptideos soluveis (tab 2) em géis de surimi de Jundia
revela o efeito dos inibidores (p<0,05) frente aos tratamentos térmicos utilizados
no experimento, comprovando a influéncia dos compostos empregados sobre a

integridade da matriz protéica.

Tabela 2 — Quantificacdo de peptideos solUveis para géis de surimi de
Jundia
Peptideos soluveis (umol tirosina/g masculo)

Formulacéo” Tratamento térmico®
C* 3.5844 a A 3.0749 a
Sl 34414 a D* 3.0353 a
EW 2.6981 b B 2.9425a
BSA/a,—M 2.2083 c C 28795 a

Valores assinalados com letras minUsculas nas colunas diferem entre si pelo
teste de Tuckey (p<0,05). 1 — Géis com inibidores: EW: clara de ovo, BSA/a,—
M: soro albumina bovina e a, — Macroglobulina; C: controle. 2 — Tratamentos
térmicos: A (60° C, 30min + 90° C, 15min), B (60° C, 45min + 90° C, 15min) , C
(60° C, 60min + 90° C, 15min) e D (90° C, 15min); * Controle.

A determinacdo de peptideos solUveis tem sido utilizada na indicacdo da
ocorréncia do modori por acdo proteolitica, com as diferencas entre espécies
atribuidas a diferencas na protedlise, no tipo de enzimas no surimi e da
suscetibilidade da miosina a hidrélise (MORRISSEY et al.,, 1993). De modo
semelhante aos resultados das determinacdes texturais e reoldgicas, as amostras
contendo inibidores apresentaram menor quantidade de peptideos sollveis em

relagdo ao controle, sem inibidores.

Os resultados do gel de Jundia revelam niveis de degradac¢ao similares aos
relatados para Baga da lagoa e Corvina olhuda (Pennahia macrophthalmus),
porém com uma forca de gel superior, possivelmente pela maior estabilidade
térmica da miosina, citada como um fator dependente da espécie e condicbes de
habitat, com influéncia nas propriedades do gel (MORALES et al., 2001;
BENJAKUL; VISESSANGUAN; CHANTARASUWAN, 2003).
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O tratamento térmico constitui tanto a forca motriz para a geleificacdo
termo-induzida, como para a ocorréncia do fendbmeno modori. Na temperatura de
pré-aguecimento utilizada no experimento, caracterizada como Otima para
ativacdo de proteases (MORRISSEY et al.,, 1993; YONGSAWATDIGUL et al.,
2000), o seu efeito nado foi significativo (p<0,05), comprovada pela determinacao
de peptideos soluveis, o que corrobora para hipotese da estabilidade térmica
acima mencionada e de uma baixa atividade proteolitica no gel de surimi de

Jundia.

O prolongamento do tempo de pré-aquecimento nas amostras submetidas
ao duplo estadgio pdde induzir o colapso da estrutura, provavelmente pela
excessiva interacdo intermolecular das cadeias protéicas, aliada a uma
desnaturacdo térmica, caracterizando assim, um modori ndo-proteolitico (NIWA,
1992; AN, PETERS e SEYMOUR, 1996).

Os valores de coesividade (tab 3) em géis de surimi de Jundia contribuem
para a possivel confirmacdo da hipotese daquela desestruturagcdo da matriz
protéica miofibrilar, pois as diferencas foram significativas somente apds os 45min
de pré-aquecimento nas amostras controle (sem inibidores), num tempo que
excede a faixa Otima para a atuacdo proteolitica (MORRISSEY et al.,, 1993;
YONGSAWATDIGUL et al., 2000).

Tabela 3 — Valores de coesividade para géis de surimi de Jundia.

Coesividade dos géis
Tratamento térmico
EW BSA/a,-M Sl
30min + 90° C, 15min 0,6778 Aa 0,6408 Aa 0,6077 Ba
60°C  45min + 90° C, 15min 0,4385 Bb 0,6726 Aa 0,4728 Cb
60min + 90° C, 15min 0,5169 Bb 0,6307 Aa 0,4896 BCh
90° C, 15min 0,7408 Aa 0,7277 Aa 0,7826 Aa (*)

Géis com inibidores: EW: clara de ovo, BSA/0o,—M: soro albumina bovina e o, —
Macroglobulina; SI: sem inibidores; (*) Controle. Valores assinalados com letras
mailsculas nas colunas e minlsculas nas linhas diferem entre si pelo teste de
Tuckey (p<0,05)
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O controle sobre o efeito de uma provavel acao proteolitica ou colapso da
estrutura pela acao térmica, ocorreu novamente pelo uso de inibidores, com uma
melhor resposta na combinacdo das proteinas do plasma (BSA e a,-M) em
relacdo a EW, atribuida a presenca da fracao y-globulina presente na BSA, a qual
confere ao inibidor estabilidade térmica, exigindo assim uma maior temperatura
de desnaturacdo (RAEKER e JOHNSON, 1995). Géis de surimi de Merluza do
Atlantico (Merluccius spp) e Pescada (Macrodon ancylodon) apresentaram o
mesmo comportamento, em condi¢cdes similares de aquecimento (MURPHY et al.,
2005; KUHN et al., 2003).

4. CONCLUSOES

A geleificacdo termo-induzida do surimi de Jundia ocorreu efetivamente no
aguecimento direto, pelo significativo incremento no modulo de elasticidade e
gradativo decréscimo do angulo de fase, enquanto que no duplo estagio de
aguecimento, evidencia-se uma oscilacdo nos parametros avaliados, refletindo no
mecanismo de geleificacdo. Os valores de textura confirmaram as informacfes
dos perfis reoldgicos, onde os melhores resultados também foram atingidos no
aguecimento direto. Os valores da quantificacdo de peptideos sollUveis revelaram
uma provavel ocorréncia do modori ndo-proteolitico nos tratamentos em duplo
estagio, causado pela excessiva interacdo protéica devido a desnhaturacao
térmica. Os inibidores demonstraram efetiva participacdo na geleificacdo térmica
do surimi de Jundia através de todos os parametros estudados, contribuindo para

0 incremento na textura e estabilidade térmica da matriz protéica miofibrilar.



68

5. AGRADECIMENTOS

Ao Depto de Zootecnia da Universidade Federal de Pelotas, pelo fornecimento de
matéria-prima;

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria — EMBRAPA, Clima Temperado;
Ao Laboratdrio de Biopolimeros — Universidade Federal de Pelotas, RS;

Ao Laboratorio de Tecnologia de Alimentos — LTA, Universidade Federal do Rio
Grande, FURG;

A Comissdo de Apoio a Pesquisa e Ensino Superior — CAPES e ao Conselho
Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento — CNPq, pelo suporte financeiro e bolsa

de estudo.



69

6. REFERENCIAS

ALFARO, A.T. Otimizacdo do processo e determinacdo das propriedades
funcionais da gelatina de ossos de pescado. Rio Grande, 2004, 105p.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Alimentos). Departamento de Quimica,
Universidade Federal de Rio Grande, FURG, 2004.

AN, H.; PETERS, M. Y.; SEYMOUR, T. A. Roles of endogenous enzymes in
surimi gelation. Trends in Food Science and Technology, v.7,p.321-326, 1996.

AOAC. Official methods of analysis of the association of official analytical
chemists. 16" Edition. Arlington, 1995.

BENJAKUL, S.; VISESSANGUAN, W.; CHANTARASUWAN, C. Effect of high
temperature setting on gelling characteristic of surimi from some tropical fish.
International Journal of Food Science and Technology, v.39, p.671-680, 2004.

BENJAKUL, S.; VISESSANGUAN, W.; CHANTARASUWAN, C. Effect of medium
temperature setting on gelling characteristic of surimi from some tropical fish.
Food Chemistry, v.82, p.567-574, 2003.

BENJAKUL, S.; VISESSANGUAN, W.; ISHIZAKI, S.; TANAKA, M. Differences in
gelation characteristics of natural actomyosin from two species of Bigeye snapper,
Priacanthus tayenus and Priacanthus macracanthus. Journal of Food Science,
v.66, p.1311-1318, 2001.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantification of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, v.72, p.248-254, 1976.

CHEFTEL, J.C.; CUQ, J.L.; LORIENT, D. Proteinas Alimentarias. Editorial
Acribia, Zaragoza, Espanha, 1989, p.62.



70

GERRARD, J. A. Protein-protein crosslinking in food: methods, consequences,

applications. Trends in Food Science and Technology, 13, p.391-399, 2002.

HAMSAKUTTY, H. Cysteine. Free Radical and Radiation Biology. University of
lowa, lowa City, USA, 10 p., 2003.

KUHN, C.R. Inibidores de proteases na qualidade do gel de surimi de sub-
produtos do processamento de pescada-foguete (Macrodon ancylodon).
Pelotas, 2003, 69p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial). Departamento de Ciéncia e Tecnoloigia Agroindustrial,

Universidade Federal de Pelotas.

KUHN, C.R., FILGUERAS, R.S., TORRES, L., VENDRUSCOLO, J.L.S,,
SOARES, G.J.D. Caracterizacdo textural e fisico-quimica do gel de surimi de
Jundia (Rhamdia quelen). Boletim do Centro de Pesquisa e Processamento de
Alimentos, Curitiba, PR, (no prelo), 2006.

KUHN, C.R.; FILGUERAS, R.S.; VENDRUSCOLO, J.L.; PRENTICE, C,
SOARES, G.J.D. Efecto de inhibidores de proteasa y de transglutaminasa en el
gel de surimi de pescada-foguete (Macrodon ancylodon). Alimentaria, Madrid,

Espafa, p.53-60, noviembre, 2004.

KUHN, C.R.; PRENTICE, C. Estudo tecnolégico para obtencdo de surimi
utilizando residuos do processamento de Pescada-foguete (Macrodon ancylodon),
Cap. 06, In: Prémio Jovem Cientista: Oceanos, Fonte de Alimentos.
Publicacdo dos trabalhos vencedores. Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico, CNPq, Rio de Janeiro, p.181-211, 1999.

KUHN, C.R.; SOARES, G.J.D. Proteases e inibidores no processamento de
surimi. Revista Brasileira de Agrociéncia, v.8, n.1, p.5-11, 2002.



71

KUHN, C.R.; SOARES, G.J.D.; PRENTICE, C.; VENDRUSCOLO, J.L. Avaliacdo
da forca de gel de surimi de residuos de pescada-foguete (Macrodon ancylodon)
enriquecido com aditivos protéicos. Boletim do Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos, v.21, n.2, p.239-248, jul./dez, 2003.

LEE, H. G.; LANIER, T. C., Y HAMANN, D. D. Covalent cross-linking effects on
thermo-rheological profiles of fish protein gels. Journal of Food Science, v.62,
p.25-28, 32, 1997.

LIN, T. M.; PARK, J. W. Extraction of proteins from Pacific whiting mince at
various washing conditions. Journal of Food Science, v. 61: p. 432-438, 1996.

MORALES, O. G., RAMIREZ, J. A., VIVANCO, D. |., VAZQUEZ, M. Surimi of fish
species from the Gulf of Mexico: evaluation of the setting phenomenon. Food
Chemistry, v.75, p.43-48, 2001.

MORRISSEY, M. T.; WU, J. W.; LIN, D.; AN, H. Protease inhibitor effects on
torsion measurements and autolisys of Pacific whiting surimi. Journal of Food
Science, v. 58, p. 1050-1054, 1993.

MOTOKI, M.; KUMAZAWA, Y. Covalent crosslinking in heated protein systems.
Journal of Food Science, v.65, p.221-226, 2000.

MURPHY, S.C.; GILROY, D.; KERRY, J.F.; KERRY, J.P. Assessment of added
protein/starch on the functional properties on surimi gels manufactured from
Atlantic whiting. Journal of Food Science, v.70, p.21-24, 2005.

NIWA, E. Chemistry of surimi gelation. In: LANIER, T. C. & LEE, C. M. (Eds):
Surimi Technology. Marcel Dekker, Inc., New York, 1992, p.289-328.

RAEKER, M.O., JOHNSON, L.A. Thermal and functional properties of bovine
blood plasma and egg white proteins. Journal of Food Science, v.60, p.685-690,
706, 1995.



72

REPPOND, K.D.; BABBITT, J.K. Protease inhibitors affect physical properties of
arrowtooth flounder and Walleye Pollock surimi. Journal of Food Science, v.58,
p.96-98, 1993.

SANO, T.; NOGUCHI, S.F.; TSUCHIYA, T., MATSUMOTO, J. Dynamic
viscoelastic behavior of natural actomyosin and myosin during thermal gelation.
Journal of Food Science, v.53, p. 924-928, 1988.

SOARES, G. J. D.; AREAS, J. A. G. Effect of Electrical Stimulation on Post
mortem Biochemical Characteristics and Quality of Longissimus dosrsi thoracis
Muscle from Buffalo (Bubalus bubalis). Meat Science, v.41, n.3, p.369-379, 1995.

STATSOFT Statistica for windows (Computer program manual, Analytical
Software), Tulsa, OK, USA, 1998.

STONES, A.P.; STANLEY, D.W. Mechanisms of fish muscle gelation. Food
Resource International, v.25, p.381-388, 1992.

TOTOSAUS, A., MONTEJANO, J.G., SALAZAR, J.A., GUERRERO, IA review of
physical and chemical protein-gel induction. International Journal of Food
Science and Technology, v.37, p.589-601, 2002.

VISESSANGUAN, W.; AN, H. Effects of proteolysis and mechanism of gel
weakening in heat-induced gelation of fish myosin. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v.48, p.1024-1032, 2000.

VISESSANGUAN, W.; MENINO, A.; KIM, S.M.; AN, H. Cathepsin L: A
predominant heat-activated proteinase in Arrowtooth flounder muscle. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.49, p.2633-2640, 2001.

VISESSANGUAN, W.; OGAWA, M.; NAKAI, S.; AN, H. Physicochemical changes
and mechanism of heat-induced gelation of arrowtooth flounder myosin. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v.48, p.1016-1023, 2000.



73

YONGSAWATDIGUL, J.; PARK, J.W. Thermal denaturation and aggregation of
threadfin bream actomyosin. Food Chemistry, v.83, p.409-416, 2003.

YONGSAWATDIGUL, J.; PARK, J. W.; KOLBE, E.; DAGGA, A.; MORRISSEY, M.
T. Ohmic heating maximizes gel functionality of Pacific whiting surimi. Journal of
Food Science, v.60, p.10-14, 1995.

YONGSAWATDIGUL, J.; PARK, J. W.; VIRULHAKUL, P.; VIRATCHAKUL, S.
Proteolytic degradation of tropical tilapia surimi. Journal of Food Science, V.65,
p.129-133, 2000.

YOO, B.; LEE, C.M. Thermal gelation characteristics of composite surimi sol.
Lebens Wiss u Technol , v.27, p.533-537, 1994.

YOSHIDA, W.; KUNIMI, O.; FUJIURA, M.; KIMURA, M.; NOZAWA, H.; SEKI, N.
Thermal gelation of salted paste from scallop striated adductor muscle. Fisheries
Science, v.69, p.1017-1025, 2003.

ZIEGLER, G.R.; FOEGEDING, E.A. The gelation of proteins. Advances in Food
and Nutrition Research, n.34, p.203-298, 1990.



CAPITULO IlI

CONCLUSAO GERAL



75

3 CONCLUSAO GERAL

Os géis de surimi de Jundid apresentaram incremento na sua textura pelo
emprego dos inibidores de protease clara de ovo (EW) e pela combinacdo de

proteinas do plasma (Soro Albumina Bovina (BSA) e a2-Macroglobulina (a2-M)),

obtendo-se melhor desempenho com a clara de ovo.

O efeito térmico teve influéncia na geleificacdo protéica, observando-se
melhor textura nas amostras submetidas ao aguecimento direto, enquanto que 0s
tratamentos com duplo estagio tiveram forca de gel inferior, ainda que superior ao

observado nas amostras controle (sem inibidores).

A maior textura (forca de gel e coesividade) correspondeu a menor
guantidade de sulfidrilas. A acédo dos inibidores sobre estes grupamentos também
foi comprovada, pelo seu incremento na pasta (surimi) e significativo decréscimo

no gel, em relacdo ao controle (sem inibidores).

Os perfis reoldgicos confirmaram as determinacdes fisico-quimicas, pelo
significativo incremento no médulo de elasticidade e gradual decréscimo do
angulo de fase no sistema de aguecimento direto e, neste, com uma magnitude

maior para as amostras com inibidores.

Né&o foi verificada diferenca (p<0,05) nos niveis de peptideos soluveis
observados para os tratamentos térmicos empregados. Contudo, a menor forca
de gel nos tratamentos em duplo estagio, indicou uma provavel ocorréncia de
modori ndo-proteolitico com uma intensa interacdo protéica devido ao excessivo

tempo de aquecimento.
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APENDICE A
ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA): Efeito de inibidores de protease
Valores de andlise de variancia (ANOVA) para géis de surimi contendo proteinas

do plasma bovino (albumina do soro bovino — BSA e az-Macroglobulina) como
inibidor.

Tabela 1 — Efeito do tratamento térmico sobre o contetido sulfidrilico.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 0.39311 0.13104 1.99 0.1443
Error 23 1.51799 0.06600

Total 26

Grand Mean 4.4425 CV 5.78

Tabela 2 - Efeito do tratamento térmico sobre a forca de compresséao.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 1.852E+07 6174896 4.21 0.0128
Error 32 4.691E+07 |1465791

Total 35 6.543E+07

Grand Mean 10660 CV 11.36

Tabela 3 - Efeito do tratamento térmico sobre a coesividade.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 0.05000 0.01667 1.82 0.1642
Error 30 0.27421 0.00914

Total 33

Grand Mean 0.6679 CV 14.31

Tabela 4 - Efeito do tratamento térmico sobre peptideos solaveis.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 0.28808 0.09603 0.40 0.7576
Error 26 6.31939 0.24305

Total 29

Grand Mean 2.2076 CV 22.33
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Valores de analise de variancia (ANOVA) para géis de surimi contendo clara de
ovo — EW como inibidor.

Tabela 1 — Efeito do tratamento térmico sobre o contetido sulfidrilico.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 15.2969 5.09896 32.41 0.0000
Error 28 4.4046 0.15731

Total 31

Grand Mean 4.6604 CV 8.51

Tabela 2 - Efeito do tratamento térmico sobre a forga de compressao.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 1.480E+07 4934110 3.87 0.0184
Error 31 3.948E+07 |1273436

Total 34

Grand Mean 12338 CV 9.15

Tabela 3 - Efeito do tratamento térmico sobre a coesividade.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 0.49056 0.16352 13.30 0.0000
Error 29 0.35654 0.01229

Total 32

Grand Mean 0.5935 CV 18.68

Tabela 4 - Efeito do tratamento térmico sobre peptideos solaveis.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 0.3725 0.12418 0.40 0.7525
Error 32 9.8839 0.30887

Total 35 10.2564

Grand Mean 2.6981 CV 20.60




Valores de andlise de variancia (ANOVA) para géis de surimi sem inibidores.

Tabela 1 — Efeito do tratamento térmico sobre o conteuddo sulfidrilico.
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Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 7.45000 2.48333 18.87 0.0000
Error 30 3.94858 0.13162

Total 33

Grand Mean 5.0967 CV 7.12

Tabela 2 - Efeito do tratamento térmico sobre a forga de compresséao.
Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 1.812E+08 |6.039E+07 |169.83 0.0000
Error 31 1.102E+07 |355573

Total 34

Grand Mean 6875.7 CV 8.67

Tabela 3 - Efeito do tratamento térmico sobre a coesividade.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 0.55038 0.18346 20.95 0.0000
Error 31 0.27142 0.00876

Total 34

Grand Mean 0.5882 CV 15.91

Tabela 4 - Efeito do tratamento térmico sobre peptideos solaveis.

Source DF SS MS F P
Aquecimento |3 1.8000 0.59999 1.37 0.2714
Error 31 13.6155 0.43921

Total 34

Grand Mean 3.4751 CV 19.07
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APENDICE B
ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA): Efeito dos tratamentos térmicos

Aquecimento direto ‘D’ (90° C, 15min).

Tabela 1 — Efeito do aquecimento ‘D’ sobre o contetdo sulfidrilico.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 2.24617 1.12308 19.01 0.0000
Error 24 1.41754 0.05906

Total 26 3.66371

Grand Mean 4.1453 CV 5.86

Tabela 2 — Efeito do aquecimento ‘D’ sobre a forca de compressao.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 2.821E+07 |1.410E+07 |9.89 0.0009
Error 22 3.138E+07 [1426144

Total 24

Grand Mean 12057 CV 9.90

Tabela 3— Efeito do aquecimento ‘D’ sobre a coesividade.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 0.01479 0.00739 0.53 0.5964
Error 24 0.33597 0.01400

Total 26 0.35076

Grand Mean 0.7504 CV 15.77

Tabela 4 — Efeito do aquecimento ‘D’ sobre peptideos soluveis.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 8.57041 4.28521 13.55 0.0001
Error 23 7.27306 0.31622

Total 25

Grand Mean 2.8815 CV 19.52




Pré-aquecimento ‘A’ (60° C, 30min + 90° C,15min)

Tabela 1 — Efeito do pré-aquecimento ‘A’ sobre o conteudo sulfidrilico.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 3.23294 1.61647 5.55 0.0133
Error 18 5.24718 0.29151

Total 20

Grand Mean 4.6227 CV 11.68

Tabela 2 — Efeito do pré-aquecimento ‘A’ sobre a forca de compressao.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 1.598E+08 |7.991E+07 |57.21 0.0000
Error 24 3.352E+07 |1396829

Total 26 1.933E+08

Grand Mean 9687.0 CV 12.20

Tabela 3— Efeito do pré-aquecimento ‘A’ sobre a coesividade.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 0.01966 0.00983 0.69 0.5126
Error 22 0.31382 0.01426

Total 24

Grand Mean 0.6421 CV 18.60

Tabela 4 — Efeito do pré-aquecimento ‘A’ sobre peptideos solluveis.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 10.0943 5.04717 9.22 0.0012
Error 23 12.5971 0.54770

Total 25

Grand Mean 2.8761 CV 25.73




Pré-aquecimento ‘B’ (60° C, 45min + 90° C,15min)

Tabela 1 — Efeito do pré-aquecimento ‘B’ sobre o conteudo sulfidrilico.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 4.20408 2.10204 38.93 0.0000
Error 20 1.07993 0.05400

Total 22

Grand Mean 5.1505 CV 4.51

Tabela 2 — Efeito do pré-aquecimento ‘B’ sobre a forca de compressao.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 2.033E+08 |1.016E+08 |100.54 0.0000
Error 24 2.426E+07 |1010880

Total 26 2.275E+08

Grand Mean 9070.4 CV 11.08

Tabela 3— Efeito do pré-aquecimento ‘B’ sobre a coesividade.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 0.25864 0.12932 32.99 0.0000
Error 22 0.08625 0.00392

Total 24

Grand Mean 0.5280 CV 11.86

Tabela 4 — Efeito do pré-aquecimento ‘B’ sobre peptideos solluveis.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 5.89399 2.94699 11.08 0.0005
Error 21 5.58393 0.26590

Total 23

Grand Mean 2.7323 CV 18.87




Pré-aquecimento ‘C’ (60° C, 60min + 90° C,15min)

Tabela 1 — Efeito do pré-aquecimento ‘C’ sobre o contetdo sulfidrilico.
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Source DF SS MS F P
Inibidor 2 3.36823 1.68412 15.05 0.0001
Error 19 2.12651 0.11192

Total 21

Grand Mean 5.0143 CV 6.67

Tabela 2 — Efeito do pré-aquecimento ‘C’ sobre a forca de compressao.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 2.345E+08 |1.172E+08 (341.35 0.0000
Error 24 8244444 343519

Total 26 2.428E+08

Grand Mean 9016.7 CV 6.50

Tabela 3— Efeito do pré-aquecimento ‘C’ sobre a coesividade.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 0.09266 0.04633 6.14 0.0076
Error 22 0.16613 0.00755

Total 24

Grand Mean 0.5457 CV 15.92

Tabela 4 — Efeito do pré-aquecimento ‘C’ sobre peptideos solluveis.

Source DF SS MS F P
Inibidor 2 4.05155 2.02578 10.21 0.0007
Error 22 4.36469 0.19839

Total 24

Grand Mean 2.6846 CV 16.59
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ANALISE ESTATISTICA: Teste de Tukey — Efeito de inibidores

Tabela 1 - Géis de surimi contendo proteinas do plasma bovino (albumina do soro
bovino — BSA e a»-Macroglobulina) como inibidores.

Aquecimentos |Compressdo | Coesividade SH Pep soluveis
A 10450 AB 0.6408 A 4,4105 A 2.3445 A
B 10139 B 0.6726 A 4,6120 A 2.0726 A
C 10163 B 0.6307 A 4,4615 A 2.1789 A
D 11884 A 0.7283 A 4,2859 A 2.2344 A

Tabela 02 - Géis de surimi contendo clara de ovo — EW como inibidor.

Aquecimentos |Compressdo |Coesividade SH Pep soluveis
A 12211 AB 0.6778 A 4,3021 B 2.5376 A
B 11767 B 0.4385 B 5.1538 A 2.7969 A
C 11911 B 0.5169 B 5.4423 A 2.6844 A
D 13463 A 0.7408 A 3.7433 C 2.7735 A
Tabela 3 —Géis de surimi sem inibidores.
Aquecimentos |Compressdo | Coesividade SH Pep solluveis
A 6400 B 0.6077 B 5.1553 B 3.7462 A
B 5306 C 04728 C 5.6856 A 3.3273 A
C 4972 C 0.4896 BC 5.1392 B 3.1904 A
D 10825 A 0.7826 A 44065 C 3.6366 A
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ANALISE ESTATISTICA: Teste de Tukey — Efeito dos aquecimentos

Tabela 1 — Efeito do aquecimento direto ‘D’ (90° C, 15min).

Inibidor Compressao Coesividade SH Pep soluveis
C 10825 B 0.7825 A 4.2859 A 3.6366 A
BPP 11884 B 0.7283 A 4,2215 A 2.2344 B
EW 13463 A 0.7409 A 3.7192 B 27735 B

Tabela 02 — Efeito do pré-aquecimento ‘A’ (60° C, 30min + 90° C, 15min).

Inibidor Compressao Coesividade SH Pep soluveis
SI 6400 C 0.6078 A 5.1553 A 3.7462 A
BPP 10450 B 0.6408 A 44105 B 2.3445 B
EW 12211 A 0.6778 A 43021 B 25376 B

Tabela 3 — Efeito do pré-aquecimento ‘B’ (60° C, 45min + 90° C, 15min).

Inibidor Compressao Coesividade SH Pep solluveis
SI 5306 C 0.4728 B 5.6856 A 3.3273 A
BPP 10139 B 0.6726 A 4.6120 C 2.0726 B
EW 11767 A 0.4385 B 5.1538 B 2.7969 A

Tabela 4 — Efeito do pré-aquecimento ‘C’ (60° C, 60min + 90° C, 15min).

Inibidor Compressao Coesividade SH Pep soluveis
SI 4975 C 0.4896 B 5.1392 A 3.1904 A
BPP 10163 B 0.6307 A 4.4615 B 2.1789 B
EW 11912 A 0.5169 B 5.4423 A 2.6844 AB
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APENDICE E

SEQUENCIA DE OPERACOES PARA A OBTENCAO DE SURIMI

| MATERIA-PRIMA |

l

Ruzsiata — |  TRATAMENTOE LAVAGEM |
l » Cabega, isceras &
sangue
| SEPARAGAD MECANICA |
l : | Oss0z e espinhas
Agua clorada (5,0ppmx
Temperatura <10,0°C; — | LA AGE M |
Tempo &-Frmin. l

| DREMNAGEM PARCIAL |

l

L 3

| Excesso de agua

Agua clorada (5,0ppm
Temperatura <10,0°C; et | LAVAGEM |
Tempo 5-7min.
¥

| DREMNAGEM PARCIAL |

* | Excesso de agua

1)
| REFIND |
¥
Crioprotetores: | CENTRIFUGAGAD |
= 4% zorbitol, &
« 0,3 % tripolifostata de sadio. v
Inibidares | Crioprotetores & inibidores |
* Proteinazs do plasma (Soro
albumina bovina, BEA 1% + ¥
globulinas, c-hd, 0,17%) ou
= Clara de ovo (B 3% | MISTURA |
¥
| CONGELAMENTO |
¥
SURIMI

Figura 01: Seqiiéncia de operacdes para o processamento tecnologico de surimi de
Jundia (Rhamdia quelen).
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APENDICE F

SEQUENCIA DE OPERACOES PARA A OBTENCAO DE GEL KAMABOKO

Surimi

NaCl (3%) l
*+—* Adicdo de ingredientes

i

Mistura

Fécula de mandioca (5%)

A0°C, 30min + 90°C, 15min — () l
0°C, 45min + 90°C, 18min — (k)
0°C, GOMIN + 90°C, 15min — ()
80°C, 15min — (d) J'

Kamaboko I

— Tratamento térmico

Figura 1: SequUéncia de operacdes para a obtencéo do gel kamaboko.
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APENDICE G

RENDIMENTO NO PROCESSAMENTO TECNOLOGICO DE SURIMI DE JUNDIA
(Rhamdia quelen).

‘ Pescado inteiro (100%) ‘

¥

}

\ Descarte (cabeca,
visceras e espinhago)

[Filetagem (47,80%) | Al
| CPMS (33,17%) | Descarte (pele) 14,63% |

[ Surimi (15,60%) |

Figura 01: Rendimento no processamento de surimi a partir de filés.

Pescado inteiro 100% ‘

. ,

Carcagas de Jundia Descarte
(cabeca, visceras e cauda)
(63,26%) 36.74%
‘ CPMS (40,44%) ‘ LISSCES

ipele, espinhas e escamas)

22.81%
| ¢

‘ Descarte

‘ SURIMI (21,03%) {residuos de lavagem)

1941%

Figura 02: Rendimento no processamento de surimi a partir de carcacas provenientes da
filetagem.
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APENDICE H

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO ENSAIO INSTRUMENTAL DE
TEXTURA

Amostra 30 mm

Figura 1: Representacdo esquematica do ensaio de compressao. F: forca

(Kg).
Adaptado de KUHN (2003)
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