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Introducao

As carnes sdo compostas de quatro tipos basicos de
tecido: muscular, epitelial, nervoso e conjuntivo. O
musculo é o principal componente da carne, sendo este
composto de trés classes de proteinas:
sarcoplasmaticas, miofibrilares e estromaticas. As
proteinas sarcoplasmaticas séo sollveis em solucdes
de baixa forca idnica e as miofibrilares se caracterizam
por serem sollveis em solucdes de alta forga ibnica
(SGARBIERI, 1996). Os alimentos protéicos de origem
animal, especialmente o pescado, caracterizam-se por
apresentarem na sua constituicdo as proteinas como
acima descritas, portanto, com solubilizacéo
semelhante a obtida para carne de galinha (STEPHAN;
NASCIMENTO, 2005). Os pescados sao também
altamente procurados para consumo devido ao seu alto
valor nutricional. O desenvolvimento de produtos a partir
desta matéria-prima “in natura” ira também atender aos
consumidores mais exigentes, que tém interesse por
alimentos com valor tecnolégico agregado, tais como
produtos a base da parte nobre do pescado, filé, ou dos
subprodutos da sua industrializag&o, que constituem
uma alternativa promissora. A carne mecanicamente
separada (CMS) de pescado é exemplo desta

ISSN 0103-5231
Dezembro, 2009
Rio de Janeiro, RJ

Tecnico

Triagem de Atividade
Proteolitica em Paté de Tilapia
Enlatado

Marilia Penteado Stephan *
Angela Aparecida Lemos Furtado 2
Alda Leticia Resende 3

Sabrina Neves Santos 4

alternativa, pois representa a utilizacéo do subproduto
da industria de filetagem. A confeccao de paté com
estes residuos é uma alternativa que vem se
estabelecendo atualmente. Atilapia é a segunda
espécie de maior importancia na piscicultura mundial,
sendo superada apenas, em volume de producéo, pelas
carpas. E considerada também de grande importancia
na aquicultura mundial, é indicada para consumo
intenso e apresenta uma estimativa de producgéo
mundial de 1.500.000 toneladas para 2010
(OSTRENSKY; BORGHETTI; PEDINI, 2000). O Brasil
ocupa a sétima posicao na producao mundial de
tilapias. Diante destes fatos, se faz necessario o
desenvolvimento tecnoldgico que gere alternativa de
comercializacdo deste subproduto, com consequente
garantia da qualidade do produto a ser consumido.
Portanto, métodos analiticos que garantam esta
qualidade devem ser ajustados e /ou densenvolvidos.

A quantificacé@o da atividade proteolitica € uma técnica
que tem sido muito aplicada como estratégia de
garantia da qualidade de produtos alimenticios de um
modo geral. A elevada ocorréncia de atividade
proteolitica em carne de pescado € uma realidade e tem
sido utilizada como parametro de avaliagédo da
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gualidade do produto apresentado na forma “in natura”,
especialmente no que concerne a textura destes
produtos em (CHANG-LEE et al., 1989). Outro exemplo
€ o trabalho de Coérdova Murueta, Navarrete del Toro e
Garcia Carrefio (2007), que avaliaram o potencial de
enzimas digestivas na hidrélise de proteinas de carne
de pescados oriundos de processo de secagem, por
liofilizacdo ou em forno, a 55°C e 115°C,
respectivamente. A aplicacao destas técnicas, somada
a estratégia utilizada por Le, Datta e Deeth (2006),
utilizando precipitacdo com &cido tricloroacético (TCA)
para estudos de peptidios e aminoacidos livres, permite
gue se proponha um método para avaliar carne de
tildpia submetida ao tratamento térmico. Estes mesmos
autores descreveram que ha possibilidade de utilizagao
deste método de analise em peptidios e amino&cidos,
oriundos da protedlise da caseina usando &cido
tricloroacético (TCA), como agente precipitante das
proteinas, com posterior analise dos aminoacidos e
peptidios presentes no filtrado. Entretanto, a
necessidade de utilizacao de cromatografia liquida torna
0 método demorado e oneroso.

A existéncia de métodos espectrofotométricos para a
guantificagcdo de proteinas em alimentos € uma
realidade e tem sido utilizada tanto para absor¢éo no
infravermelho como no ultravioleta (CHURCH et al.,
1983). O presente trabalho demonstra que pode haver a
substituicdo da etapa de utilizacdo de um sistema de
cromatografia liquida pelo uso de um espectrofotdmetro,
utilizando-se, para isto, a técnica de espectrofotometria
de absorcao no ultravioleta, que se baseia na
propriedade dos aminoacidos aromaticos absorverem a
luz na regido do ultravioleta (280nm). Este método ja foi
implantado para quantificacéo de hidrolise de proteinas
em leite (STEPHAN; FREITAS, 2007).

Quantificacéo de Tirosina

A tirosina foi utilizada como aminoacido padrao, de
acordo com o protocolo de Chang-Lee et al. (1989). A
2mL de extrato de tilapia, obtido através de extracdo em
blender utilizando-se tampao fosfato (20mM) contendo
KCL (0,45M), foram adicionados 2mL de acido
tricloroacético 20% (TCA); a solucao obtida foi
colocada em geladeira durante 24 horas. Apés este
periodo, foi feita uma filtracdo em papel de filtro e a
absorbancia dos filtrados, obtidos apds a precipitacéo
com TCA, foi lida em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 280nm. Os padrdes de tirosina
foram preparados utilizando-se tirosina a partir da
concentracao de 320mM. Aliquotas de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0
e 4,0mL foram utilizadas e o volume levado a 5,0mL de
uma solu¢éo de acido tricloroacético (TCA) 10% e
fosfato de potassio (10mM)/KCI (0,225M). As solucdes
padrdes geradas ficaram com as seguintes
concentracdes (em mM): 32, 64, 128, 192 e 256. Na

Figura 1, é apresentada a curva padrdo gerada com sua
respectiva equacéao da reta e coeficiente de correlacao.

Curva de Tirosina
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Figura 1: Curva padréo de tirosina

Quantificacéo de Niveis de Tirosina Livre
em Paté de Tilapia

Nesta parte do estudo, o objetivo foi mostrar o ajuste
metodoldgico para avaliacéo de atividade proteolitica em
extrato de paté de titapia, através da quantificagao de
tirosina livre. Aimportancia deste trabalho esta
relacionada com a obtencao de um método analitico
rapido e preciso para acompanhamento da qualidade de
paté durante a vida de prateleira. Como estratégia,
utilizou-se o paté recém processado termicamente,
visando obter-se a caracterizacdo de uma amostra
considerada como padrao de referéncia.
Posteriormente, foram analisadas as amostras de 30 e
60 dias de vida de prateleira. Primeiramente, foram
obtidos extratos sollveis através da homogeneizacao
de 10g de paté com 30 mL de tampéo fosfato (20mM)/
KCI (0,45M), pH 7,5, durante dois minutos. Este extrato
bruto, obtido apds a homogeneizagao, foi para o banho
de ultrassom durante 30 minutos e, depois, foi colocado
em refrigerador durante 2 horas. Apos centrifugacéo
(4000 rpm, 15 minutos), o sobrenadante foi filtrado em
tecido de algodao. Acada 5mL do filtrado obtido foram
adicionados 5mL de TCA (20%), visando a precipitacao
as proteinas presentes nos extratos. Foram utilizadas 2
amostras de cada tempo de prateleira (To, T1 e T2).
Apbs 2 dias em refrigerador o precipitado protéico foi
separado da fracéo contendo peptidio e aminoéacido
através de centrifugacéo (4000 rpm, 15 minutos) e
posterior filtragao rapida.

A presenca de peptidios e amino&cidos foi quantificada
através de monitorizacéo de tirosina livre. Em todas as
amostras foi obtido filtrado limpido contendo
concentragdes de tirosina que variaram de um minimo
de 193,0 mM (To) a um maximo de 272,0 mM To
(Tabela 1). Adiferenca dos valores de To para as
amostras 1 e 2 pode ser decorrente de alguma



autohidrolise que pode ter ocorrido no pescado durante
0 preparo das amostras para serem enlatadas. A
existéncia de autohidrolise em outros pescados ja foi
relatada por Cérdova Murueta, Navarrete del Toro e
Garcia Carrefio (2007). Pelo fato de ndo haver aumento
de tirosina livre nos dois tempos de vida de prateleira
em relacdo ao To, estes resultados servirdo como
padrao de identidade de um paté enlatado com
qualidade ideal para consumo e como amostra de
referéncia para estudo comparativo com outros produtos
a serem estudados. A facilidade de utilizacdo de um
espectrofébmetro mostra a praticidade e rapidez do
método.

Tabela 1. Andlise comparativa dos teores de tirosina
livre em extratos de paté de tilapia obtidos em
diferentes periodos de vida de prateleira

Paté de Tilapia To T1 T2
Amostra 1 208,4 193,0 204,6
Amostra 2 272,0 193,2 204,6

" Valores de tirosina expressos em mM

Consideracoes Finais

A importancia deste trabalho esté relacionada com a
possibilidade de se ajustar um método analitico rapido e
preciso para a identificagédo da ocorréncia presenca de
atividade proteolitica durante a vida de prateleira de paté
de tilapia. A facilidade de acoplar a precipitacéo das
proteinas com TCA, junto com a filtrac&o e a leitura em
espectrofotdbmetro a 280 nm, mostrou a praticidade e
rapidez do método no que concerne a garantia da
auséncia de atividade proteolitica, servindo como um
parédmetro adicional para a garantia de qualidade do
paté enlatado.
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