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RESUMO

A aquicultura estd em constante ascensdo, ¢ um dos sctores que mais destaca-se ¢ a
carcinicultura, por sua ampla difusio no mundo ¢ expansdo na produgdo. Aliado a essa
produgdo, a geragdo de residuos € inevitavel e, consequentemente, buscam-se formas de tratar
¢ aproveitar os mesmos. Os residuos da carcinicultura sdo ricos em componentes como
proteinas, lipideos ¢ minerais que podem ser utilizados na formulagdo de ragdes, o que
permite sua valorizagdo ¢ aproveitamento. O objetivo desse trabalho foi avaliar a hidrélise
enzimatica proteica das visceras de camardes Macrobrachium rosenbergii oriundas de seu
processamento, como alternativa para aproveitamento desse material. Para o preparo das
dispersdes foram utilizadas as visceras do camardo com teor de proteina bruta de 19,43% ¢ as
enzimas Alcalase® 24L ¢ Flavourzyme® 1000L. Foram realizados 2 planejamentos
experimentais a fim de otimizar o processo. No primeiro foi feito um delineamento fatorial 2*
sobre o efeito de trés fatores, cada um em 3 niveis: temperatura (45; 55; 65 °C) ¢
concentragdo das enzimas (0,75; 1,50 ¢ 2,25% proteina da enzima/proteina do substrato). Em
seguida foi feito um delineamento composto central rotacional sobre o efeito de trés fatores,
cada um em 5 niveis: temperatura (34,2; 41,0; 51,0; 61,0 ¢ 67,8 °C) ¢ concentragdo das
enzimas (0,08; 0,25; 0,50; 0,75 ¢ 0,92%). Para ambos os delincamentos foram conduzidas
reagOes controles, que sdo reagdes nas mesmas condigdes das reagdes enzimaticas, mas sem a
adigdo das enzimas. Foi demonstrado que a temperatura teve uma maior influéncia na
hidrélise enzimatica proteica das visceras de camardo M. rosenbergii, obtendo-se valores de
GH de 2,11%+0,25 na temperatura de 67,8 °C, ¢ concentragdo das enzimas Alcalase® 2.4L ¢
Flavourzyme® 1000L 0,50%. No entanto, uma das reagdes controle apresentou um GH de
2,06%=+0,11 em uma temperatura de 61,0 °C, sendo estatisticamente igual ao valor encontrado
para a reagdo enzimatica. Além disso, a variavel temperatura em 51,0 °C atingiu um
rendimento otimizado. Dessa forma, utilizando essa temperatura, foi possivel solubilizar a
proteina presente nas visceras de camardo M. rosenbergii, podendo tornar o hidrolisado uma
fonte de proteina para a aquicultura.

Palavras- chave: camardo; temperatura; proteina; solubilizagio.
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ABSTRACT

Aquaculture is constantly on the rise, and one of the sectors that stands out the most is
carciniculture, for its wide spread in the world and expansion in production. Allied to this
production, the generation of waste is inevitable and, consequently, ways of treating and
taking advantage of it are sought. Carciniculture residues are rich in components such as
proteins, lipids and minerals that can be used in the formulation of rations, which allows their
valorization and utilization. The objective of this work was to evaluate the protein enzymatic
hydrolysis of the viscera of Macrobrachium rosenbergii shrimps from their processing, as an
alternative for the use of this material. For the preparation of the dispersions, the shrimp
viscera with raw protein content of 19.43% and the enzymes Alcalase® 2.4L and
Flavourzyme® 1000L were used. Two experimental plans were made in order to optimize the
process. In the first one, a 2* factorial design was made on the effect of three factors, each in 3
levels: temperature (45; 55; 65 °C) and enzyme concentration (0.75; 1.50 and 2.25%
enzyme/protein protein of the substrate). Then a rotational central compound delineat was
made on the effect of three factors, each in 5 levels: temperature (34.2; 41.0; 51.0; 61.0 and
67.8 °C) and enzyme concentration (0.08; 0.25; 0.50; 0.75 and 0.92%). For both delineations,
control reactions were conducted, which are reactions under the same conditions as enzymatic
reactions, but without the addition of enzymes. It was demonstrated that the temperature had a
greater influence on the proteinic enzymatic hydrolysis of M. rosenbergii shrimp viscera,
obtaining GH values of 2.11%+0.25 at a temperature of 67.8 °C, and concentration of the
enzymes Alkalase® 2.4L and Flavourzyme® 1000L 0.50%. However, one of the control
reactions presented a GH of 2.06%+0.11 at a temperature of 61.0 °C, being close to the value
found for the enzymatic reaction. In addition, the temperature variable at 51.0 °C achieved an
optimum vyield. Thus, using this temperature, it was possible to solubilize the protein present
in the viscera of M. rosenbergii shrimps, which could make hydrolysate a source of protein

for aquaculture.

Keywords: shrimp; temperature; protein; solubilization.
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1 INTRODUCAO

Devido a estabilidade da producgio de pescado por captura desde o final dos anos
1980, a aquicultura esta provendo o pescado necessario para atender a demanda mundial deste
alimento (FAQ, 2018). Esta atividade tem sido frequentemente promovida como um caminho
para aumentar os lucros das comunidades tradicionais, melhorando assim, a seguranga
alimentar local (THE WORLD BANK, 2013). Globalmente, a producio aquicola tem
crescido significativamente nos ultimos 30 anos. Em 2018, a producdo total de animais
aquaticos foi de 82,1 milhdes de toneladas, rendendo US $ 250,1 bilhdes (FAO, 2020).

A criagdo de camardes € o setor da aquicultura que apresenta 0 maior crescimento na
producdo, com destaque para a espécic marinha Lifopenaeus vannamei, vulgarmente
conhecida como camardo branco do Pacifico (FAQO, 2014). A criagdo de camardes de agua
doce também ocupa um lugar de destaque entre as atividades de aquicultura. Os dados mais
recentes da Organizagdo das Nagoes Unidas para Alimentagdo ¢ Agricultura (FAO, 2018)
mostraram uma produgdo de aproximadamente 548.000 tonecladas com destaque para as
espécies Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) e Macrobrachium nipponense (De
Haan, 1849). Atualmente, a produgdo de camardes contribui com mais de 60% (7,8 milhGes
de toneladas) do consumo mundial (FAOQ-FIGIS, 2017).

O consumo de camardes aumentou significativamente devido ao rapido crescimento
da industria de fast-food, entretanto, apenas aproximadamente 50% do camardo é comestivel,
o restante ¢ descartado como lixo ndo comestivel, sendo o cefalotérax responsavel por cerca
de 44% deste desperdicio (Ferrer et al., 1996; Gernat, 2001). Além dos residuos do
cefalotérax e exoesqueleto também ha a produgdo de visceras de camardo, onde, a maior parte
destes residuos do processamento, sobrecarregam aterros sanitarios (Costa & Souza, 2012).
Esta realidade implica um maior volume de residuos, cuja disposigdo inadequada pode levar a
problemas ambientais ¢ para a satide humana (Heu, Kim, & Shahidi, 2003; Yadav et al., 2019;
Zhang et al., 2018).

Os residuos de camardes podem ser compostos por partes do cefalotorax,
exoesqueleto ¢ visceras, que podem ser uma excelente fonte proteica, apresentando em sua
composi¢do, aminoacidos essenciais, conferindo otima palatabilidade e atratividade a ragdo
animal (Guimardes et al., 2008). Esses residuos de camardo tém sido utilizados na produgio
de quitosana, com aplicagdes na medicina ¢ nas indastrias alimenticia, farmacéutica ¢
quimica, além da quitosana, os carotendides, os hidrolisados proteicos ¢ o

glicosaminoglicanos também sdo extraidos do cefalotérax e exoesqueleto de camardes (Cahl
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et al., 2012). Desta forma, ¢ importante que exista um aproveitamento destes residuos de
forma a evitar a disposi¢do incorreta no meio ambiente ¢ também como forma de utilizar os
mesmos como fonte de substancias de alto valor econémico ¢ nutricional (Kim & Venkatesan,
2014).

Um dos processos alternativos para esse aproveitamento ¢ a hidrélise enzimatica das
proteinas encontradas nos subprodutos do pescado, que possibilita agregar valor nutricional a
eles. O processo envolve o uso de enzimas para clivar as ligagdes peptidicas das proteinas ¢
pode ser usado para alterar as propriedades quimicas, funcionais ¢ sensoriais das proteinas,
sem prejudicar seu valor nutricional (Pasupuleti & Braun, 2010). A hidrolise enzimatica
proteica tem muitas vantagens quando comparada a outros métodos, pois ocorre em condigdes
brandas de temperatura, pH ¢ pressdo, produzem hidrolisados mais homogéneos ¢ as enzimas
utilizadas no processo possuem especificidade ao substrato, diminuindo a probabilidade de
ocorrerem reagdes indesejaveis, que possam resultar na formagdo de produtos toxicos
(Damodaran, Parkin & Fennema, 2010; Duarte de Hollanda & Netto, 2006; He et al., 2013).

Um dos critérios para quantificar a reagdo de protedlise € o grau de hidrolise (GH)
(Nielsen & Olsen, 2002). O GH foi definido segundo Adler-Nissen (1986), como o niimero de
ligagOes peptidicas clivadas ou numero de grupos amino livres formados durante o processo
de hidrolise, expresso em equivalente de hidrolise. O GH também ¢ amplamente usado como
indicador para comparar diferentes hidrolisados de proteinas, sendo o principal determinante
das propriedades do hidrolisado de proteina (Mahmoud, 1994; Neves et al., 2004).

Para a aquicultura, a proteina representa o componente mais oneroso ¢ importante na
fabricagdo de ragdo (Savoie et al., 2011), pois é o nutriente que exerce maior influéncia no
crescimento animal, bem como no ganho de peso, conversdo alimentar € na composigdo de
carcaga (Araripe et al., 2011). Plascencia et al. (2002), estudando a substitui¢do parcial da
farinha de peixe pelo hidrolisado proteico da cabega de camardo para alevinos de tilapia,
concluiram que esse ingrediente € uma promissora fonte proteica para a espécie, nessa fase,
melhorando a taxa de crescimento com niveis de inclusdo de até 15%.

Diante do exposto, os residuos do processamento do camardo podem ser uma fonte
alternativa para a produgdo de hidrolisados proteicos permitindo sua valorizagdo ¢ ainda

usufruindo de suas propricdades funcionais.

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar a hidrélise enzimatica proteica das visceras
resultantes do processamento de camardes Macrobrachium rosenbergii como Pprocesso

alternativo para aproveitamento desse material.

2.2 Objetivos especificos

v" Realizar a hidrélise enzimatica proteica das visceras do camardo Macrobrachium

rosenbergii;

v' Analisar a temperatura e a concentragio das enzimas Alcalase® 2.4L e Flavourzyme®

1000L na catalise para a obtengdo do grau de hidrolise (GH);

v" Comparar o os valores de GH das visceras hidrolisadas com enzima e sem adigdo de

enzima.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Os residuos do camardo M. rosenbergii (cefalotorax, carapagas, pereopodes ¢ visceras)
foram obtidos de industria de processamento localizada no Oeste do Parana. As amostras
foram selecionadas para retirada de carapagas, cefalotérax e pereopodes, restando apenas as
visceras. Como o trabalho tem como intuito produzir um componente que possa ser utilizado
como suplemento na racdo animal, foram utilizadas apenas as visceras para o procedimento
enzimatico, pois a proteina presente nesse material ¢ digestivel. O restante do material
(carapaga, peredpodes), sdo compostos principalmente por quitina, material que pode
interferir na digestibilidade animal (Brito et al., 2008). Posteriormente foram secas em estufa
de secagem ¢ esterilizagdo (marca Marconi, modelo MA 033/5) a 55 °C por 72 horas ¢
armazenadas em freezer a -3 °C até o uso para a produgdo dos hidrolisados. Para a hidrolise
enzimatica foram utilizadas as proteases comerciais Alcalase® 2.4L ¢ Flavourzyme® 1000L
(Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) fornecidas pela Tovani Benzaquen Ingredientes (Sao

Paulo, Brasil).
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Para cada reagdo enzimatica, foram utilizadas simultancamente proteases que atuam
em localidades diferentes da cadeia proteica no processo, a fim de melhorar a catalise. A
Flavourzyme® 1000L apresenta atividade enzimatica na qual sua atuagio é exopeptidase, que
libera aminoacidos por hidrolise da ligagdo peptidica N-terminal ¢ uma enzima produzida pela
fermentagdo de um tipo de Aspergillus oryzae, apresentando pH &timo em torno de 6,0 ¢
temperatura o6tima em torno de 50 °C. Sua atividade declarada ¢ de 1100 LAPU/g (Unidades
de Leucina Aminopeptidase) (Jung et al., 2006).

A Alcalase® 2.4L ¢ uma enzima proteolitica produzida por fermentagio submersa de
uma cepa selecionada do Bacillus licheniformis. E uma protease bacteriana altamente
eficiente desenvolvida para a hidrolise de todos os tipos de proteinas. O principal componente
enzimatico, a Subtilisina A, é uma endoproteinase com condigSes otimas de temperatura 55 ¢
70 °C, dependendo do tipo do substrato, ¢ pH entre 6 ¢ 8. Sua atividade declarada ¢ de 2,4
Unidades Anson por grama (AU/g), em que uma Unidade Anson equivale a um
miliequivalente de tirosina liberada na hidrélise de hemoglobina por minuto (Novozymes,

2018).
3.1.2 Métodos
3.1.2.1 Caracterizacdo do residuo de camardo M. rosenbergii

Foi realizada a caracterizagdo centesimal do residuo in natura, no Laboratorio de
Nutrigdo ¢ Alimentagdo Animal (LANA), na Universidade Federal do Parana (UFPR) Setor
Palotina. Para isso foram realizadas analises bromatoldgicas para a determinagdo dos teores
de matéria seca (MS) submetidos a secagem a 105 °C em estufa (Biopar Equipamentos
Eletro-Eletronicos Ltda MOD: S1508D) por 12 horas; proteina bruta (PB) realizada pelo
método de Kjeldahl; extrato etéreo (EE) em extrator (ANKOM® XT10) ¢ matéria mineral
(MM) obtido pela queima da amostra a 600 °C em forno mufla (GP cientifica) por 3 horas. Os
procedimentos foram realizados de acordo com a Association of Official Analytical Chemists

~ AOAC (2010).

3.1.2.2 Hidré6lise enzimatica

Os ensaios de hidrélise enzimatica foram realizados utilizando-se 10 gramas de

amostra que foram descongeladas ¢ homogencizadas com 100 mL de agua destilada.
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Posteriormente era realizada a adigdo das enzimas conforme planejamento experimental ¢ a
suspensdo era mantida em um shaker (SP — 223 — SPLABOR) por 2 horas a 100 rpm de
agitacdo, com ajuste de temperatura conforme plangjamento experimental.

Ao fim do processo, uma aliquota das amostras seguia para analise do GH, ¢ o restante
para a inativagio enzimatica, as quais eram colocadas em um banho maria de bocas (Quimis®
modelo Q334M-28,) a 90 °C por 15 minutos e, posteriormente, filtradas em filtro de
polipropileno. Em seguida, era realizada a analise de proteina total pelo método de Kjedahl
(AOAC, 2010).

Os testes de hidrolise enzimatica foram realizados de acordo com plancjamentos

experimentais, simultancamente com ensaios controle, realizados sem a adigdo das enzimas.

3.1.2.3 Avaliagdo ¢ otimizagdo das condi¢des do processo de hidrolise enzimatica

Visando analisar as faixas das variaveis que influenciam a hidrélise enzimatica das
visceras de camardo, inicialmente foi elaborado um delineamento fatorial 2* no qual foram
avaliadas as variaveis temperatura (45; 55 ¢ 65 °C), conforme condiges otimas das enzimas ¢
concentragio das enzimas Alcalase® 2.4L e Flavourzyme® 1000L (0,75; 1,50 e 2.25%
proteina da enzima / proteina do substrato), de acordo com a literatura, cuja matriz referente
ao planejamento citado, sendo as variaveis codificadas X1 (T °C); X2 (C. Alc) ¢ X3 (C. Fla)

esta expostana Tabela 1.

Tabela 1. Matriz do Delineamento Fatorial 2 com os Niveis Reais e Codificados

Ensaio (TXolc) . flzc %) . ?ﬁa %) TEC)  C. Al (%) C. Fla (%)
1 <1 -1 o1 45,0 0,75 0,75
2 1 -1 -1 65,0 0,75 0,75
3 1 1 -1 45,0 2,25 0,75
4 1 1 -1 65,0 2,25 0,75
5 -1 ¥ 1 45,0 0,75 2,25
6 1 -1 1 65,0 0,75 2,25
7 -1 1 1 45,0 2,25 2,25
8 1 1 1 65,0 2,25 2,25
9 0 0 0 55,0 1,50 1,50
10 0 0 0 55,0 1,50 1,50
11 0 0 0 55,0 1,50 1,50
12 0 0 0 55,0 1,50 1,50

X1 (T °C) (Temperatura), X2 (C. Alc) (Concentragdo Alcalase) e X3 (C. Fla) (Concentracdo Flavourzyme),
T (°C) (Temperatura), C. Alc (%) (Concentragdo de Alcalase), C. Fla (%) (Concentracdo Flavourzyme)
FONTE: O autor (2020).

Ao determinar os intervalos significativos das variaveis sobre a hidrolise, foi

proposto um delincamento composto central rotacional (DCCR), visando a otimizagdo do
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processo. O plangjamento DCCR utilizado contemplou 3 variaveis (temperatura, concentragdo
da enzima Alcalase® 2 4L e concentracdo da enzima Flavourzyme® 1000L), com os niveis ( -
1 e +1), os pontos axiais (-1,68 ¢ +1,68) ¢ quatro repeticdes no ponto central (0), resultando
em 18 ensaios. Sendo que os valores das variaveis foram: temperatura (34,2; 41,0; 51,0; 61,0
¢ 67,8 °C) ¢ concentragdo das enzimas Alcalase® 2.4L ¢ Flavourzyme® 1000L (0,08; 0.25;
0,50; 0,75 ¢ 0,92% proteina da enzima / proteina do substrato), cuja a matriz referente ao
plancjamento citado, sendo as variaveis codificadas X1 (T °C); X2 (C. Alc) ¢ X3 (C. Fla) esta
exposta na Tabela 2. Os valores de referéncia das varidveis estudadas foram baseados em
dados encontrados na literatura (Dey & Dora, 2014; Yen & May, 2019; Gunasekaran et al.,
2014; Zhang et al., 2016).

Tabela 2. Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional com os Niveis Reais e Codificados

Ensaio (TXolc) . ifc% ) . >F<13a % 1T [ C. Alc (%) C. Fla (%)
1 x| =1 =1 410 0,25 0,25
2 -1 -1 1 61,0 0,25 0,25
3 5| 1 ] 410 0,75 0,25
4 -1 1 1 61,0 0,75 0,25
5 1 . . 410 0,25 0,75
6 1 -1 1 61,0 0,25 0,75
7 1 1 | 410 0,75 0,75
8 1 1 1 61,0 0,75 0,75
9 -1,68 0 0 342 0,50 0,50
10 1,68 0 0 67.8 0,50 0,50
11 0 -1,68 0 51,0 0,08 0,50
12 0 1,68 0 51,0 0,92 0,50
13 0 0 -1,68 51,0 0,50 0,08
14 0 0 1,68 51,0 0,50 0,92
15 0 0 0 51,0 0,50 0,50
16 0 0 0 51,0 0,50 0,50
17 0 0 0 51,0 0,50 0,50
18 0 0 0 51,0 0,50 0,50

X1 (T °C) (Temperatura), X2 (C. Alc) (Concentracdo Alcalase) e X3 (C. Fla) (Concentracdo Flavourzyme),
T (°C) (Temperatura), C. Alc (%) (Concentragéo de Alcalase), C. Fla (%) (Concentragéo Flavourzyme)
FONTE: O autor (2020).

3.1.2.4 Determinagdo do Grau de Hidroélise

O grau de hidrolise (GH) foi estimado segundo o método descrito por Hoyle & Marrit
(1994) e por Back & Cadwallader (1995), expresso como a porcentagem de proteinas soluveis
no acido tricloroacético (TCA) em relagdo a quantidade de proteina inicial total, sendo a
proteina soluvel em TCA obtida pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951), em mg/mL ¢ a
proteina total pelo método de Kjedahl (AOAC, 2010), em mg/mL, calculado utilizando-se a
Equacio 1:
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Proteina Schivel em TCA
GH

- - x 100
Proteina Total da Amostra

(1)

Finalizado o tempo de hidrolise enzimatica, aliquotas de 1 mL de hidrolisado (fase
soluvel) foram inativadas pela adigdo de 9 mL de solugdo de TCA 6,5% ¢ deixadas em
repouso por 10 minutos para inativagdo enzimatica. Apos filtragdo em papel quantitativo
(JP41 - Faixa Preta), para remoc¢do do material insolivel precipitado pelo TCA, foi
determinado o teor de proteinas soliveis no filtrado pelo método de Lowry (Lowry et al.,
1951), expresso em miligramas de albumina. As leituras das absorbancias das amostras foram

realizadas em espectrofotometro UV/Vis digital (Nova modelo 1600) a 625 nanémetros.

3.1.3 Analise estatistica

Todos os delincamentos foram realizados em triplicata. Foi realizado um
delineamento fatorial 2 com 12 ensaios, sendo 4 ensaios do ponto central a fim de investigar
quais variaveis eram significativas, para isso foi utilizado um grafico de Pareto e superficies
de resposta. Verificado quais as variaveis significativas, foi feito um DCCR com 18 ensaios,
sendo 4 no ponto central, com intuito de otimizar as condigdes de hidrélise enzimatica, foi
analisado grafico de Parcto, superficies de resposta ¢ feita analise de varidncia para avaliar a
significancia dos resultados, por meio do teste F. Os resultados foram expressos como os

valores médios com desvios padrio.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo das visceras de camardo M. rosenbergii

Os resultados apresentados na Tabela 3 referem-se aos componentes que constituem
as visceras provenientes de M. rosenbergii, através da caracterizagdo quimica do mesmo. De
acordo com Cahu et al. (2012) ¢ Cheong et al. (2014), os residuos de camardes, sdo ricos em
proteinas ¢ fornecem aminoacidos essenciais para suplementos de ragdo animal ou nutrigdo

humana.
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Tabela 3. Analise Quimica Bromatolégica das Visceras de Camardes Macrobrachium rosenbergii

Componente Resultado base seca (%)
Umidade Total -

Matéria Seca Total 100+0,33
Proteina Bruta 19,434+0,28
Extrato Etéreo 59,70+£3,60

Matéria Mineral 2.,56+0,02

FONTE: O autor (2020).

O teor de proteina nos residuos de camardo compreende aproximadamente 35% a
65% do seu peso seco, ¢ as quantidades dependem dos modos ¢ espécies de processamento
(Mizani et al., 2005), cujos aminoacidos essenciais ¢ aminoacidos ndo essenciais sdo 56,8% ¢
43,2%, respectivamente (Narayan et al., 2010). No estudo de Synowiecki & Al-Khateeb
(2000), utilizando os residuos de casca do processamento do camardo Crangon crangon,
determinaram que o peso seco do camardo compreende 18% de quitina, 43% de proteina,
29% de cinza ¢ 10% de lipideos. Guerard et al., (2007), utilizaram residuos de camardes
selvagens (uma mistura de Penaeus brasiliensis ¢ Penaeus subtilis) sendo o teor de proteina
bruta no residuo de 51,9% (peso seco).

As diferengas observadas entre esse trabalho ¢ os estudos da literatura devem-se
principalmente pelo tipo de material utilizado na caracterizacdo, enquanto no presente estudo
foi utilizado apenas visceras, nos estudos de Synowiecki & Al-Khateeb (2000), Guerard et al.
(2007) os autores utilizaram casca, ¢ todo o residuo do camario, respectivamente. Além disso,
fatores como tipo de espécie, idade, estagdo do ano ¢ condi¢ées ambientais também podem
afetar a composicdo do crustaceo ¢ dificultar a comparagdo com o estudo (Guerard et al,,
2007).

4.2 Otimizagdo das condigdes de hidrolise enzimatica

4.2.1 Delineamento fatorial 23

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados referentes aos ensaios do delincamento
fatorial 2° de concentragdo de proteina soliivel € os correspondentes teores de proteina soluvel

apos a hidrolise enzimatica.

Tabela 4. Matriz do Planejamento Fatorial 2° completo com os resultados de concentragéio de proteina soluvel e
teor de proteina soltivel apés a hidrélise enzimatica

Concentragéo ;
. C. Alc C.Fla Teor Proteina
Ensaio T(°C) o o Proteina Solavel i o
(%) (%) (mg/iml) Solubilizada (%)
1 45,0 0,75 0,75 0,71£0,02 36,45+0,80

2 63,0 0,75 0,75 1,20+0,17 61,66+5,18
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3 45,0 2,25 0,75 0,51£0,02 26,13+1,24
4 65,0 2,25 0,75 0,99+0,05 51,03+£2,48
5 45,0 0,75 2.25 0,47+0,05 24,08+2.49
6 65,0 0,75 225 0,86+0,02 44,06+1,12
7 45,0 2,25 225 0,42+0,02 21,7240,96
8 65,0 2,25 225 0,72+0,05 36,99+2,67
9 55,0 1,50 1,50 0,63+0,02 32.29+1,19
10 55,0 1,50 1,50 0,76+0,05 39,0542,50
11 55,0 1,50 1,50 0,61£0,04 31,5542,13
12 55,0 1,50 1,50 0,64+0,04 32,7742,13

T (°C) (Temperatura), C. Alc (%) (Concentraco de Alcalase), C. Fla (%) (Concentragdio Flavourzyme), DP+
(desvio padrdo)
FONTE: O autor (2020).

Observa-se na Tabela 4, que a maior concentragdo de proteina soluvel foi obtida no
ensaio 2 (1,20+0,17 mg/mL) conduzido a 65,0 °C ¢ concentragdo de 0,75% para ambas as
enzimas. Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados referentes aos ensaios do delineamento
fatorial 2° de concentragio de proteina soliivel € os correspondentes teores de proteina soliivel

apos a hidrolise sem adigdo de enzima (controle).

Tabela 5. Matriz do Planejamento Fatorial 2* completo com os resultados de concentragéio de proteina soluvel e
teor de proteina soltivel apds a hidrélise sem adicdo de enzima (controle)

Fnsaio Cemperaiimm (0] Concentracdo Proteina Soluvel Teor de Proteina
(mg/ml) Solubilizada (%)
1 45,0 0,72+0,06 37,08+2,84
2 65,0 0,89+0,05 45,60+2,70
3 45,0 0,75+0,05 38,37+2,57
4 65,0 1,13+0,07 58,38+3,57
5 45,0 0,41+0,04 21,21+1,82
6 65,0 0,88+0,02 45,3740,81
7 45,0 0,57+0,04 29,35+1,88
8 65,0 0,69+0,04 35,3242,13
9 55,0 0,61+0,02 31,37+1,15
10 55,0 0,61+0,02 31,32+1,17
11 55,0 0,59+0,07 30,3943,55
12 55,0 0,66+0,02 33,79+1,02
DP+ (desvio padrio)

FONTE: O autor (2020).

Ao comparar os resultados de concentragdo de proteina soluvel apresentados nas
Tabelas 4 ¢ 5, nota-se que em temperaturas mais altas, nas reagdes enzimaticas, os resultados
foram melhores que os das reagdes controle, isso mostra que a temperatura apresenta
influéncia positiva no processo de hidrolise. No entanto, em temperaturas menores 0s
resultados das reagdes controles foram melhores que nas reagdes enzimaticas, isso pode ter
ocorrido devido as enzimas comerciais atuarem melhor em temperaturas entre 50 ¢ 70 °C

(Jung et al., 2006; Novozymes, 2018).
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Na Figura 1 ¢ apresentado o grafico de Pareto, onde os valores a direita da linha
vermelha sdo significativos. Desta forma, observa-se que a temperatura € a tnica variavel
significativa positivamente, ou seja, quanto maiores os valores de temperatura melhores serdo
os resultados de concentragdo de proteina soltuvel. Ja a concentragdo da enzima Flavourzyme®

1000L foi significativa negativamente, ou seja, a enzima ndo incrementou na solubilizacdo
proteica.

(1)Temperatura (°C) _8718{

(3)Concentragio Enzima Flavourzyme (%)

‘4,94603

(2)Concentracdo Enzima Alcalase (%) ‘ 3,10385

1by3 -1,51754
2by3 |1,177044
1by2 j-,ﬁﬂ?l

p=05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 1. Grafico de Pareto obtido no planejamento fatorial 2* da hidrélise enzimatica das visceras de camardes,
onde os valores a direita da linha vermelha sfo significativos.
FONTE: O autor (2020).

O planejamento fatorial auxilia na direcéo a ser tomada nos proximos experimentos

para os intervalos de varidveis, ¢ para tanto, foram obtidas as superficies de resposta
apresentadas nas Figuras 2 ¢ 3.
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Figura 2. Superficie de resposta da concentracfio de proteina soluvel em funcdo da temperatura e da
concentragfo da enzima Alcalase®2.4L
FONTE: O autor (2020).

oufErady v;smpguu.aa,amemmg
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-1
[1<08
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Figura 3. Superficie de resposta da concentragfio de proteina soluvel em funcfo da temperatura e da
concentragfio da enzima Flavourzyme® 1000L
FONTE: O autor (2020).

Nas Figuras 2 ¢ 3 sdo apresentadas as superficies de resposta que representam o
comportamento da concentragdo de proteina solivel mediante a interagdo das variaveis
temperatura e concentragio das enzimas Alcalase® 24L e Flavourzyme® 1000L
respectivamente. Ambas as superficies apresentam comportamento similar, visto que, em
maiores temperaturas atingem-se¢ os valores mais favoraveis de concentragdo de proteina
solavel, mesmo usando baixas concentracdes das enzimas.

Ao aumentar a temperatura, bem como a energia cinética das enzimas, a taxa
reacional torna-se maior. O aumento gradativo da temperatura favorece as colisdes entre os
sitios ativos das enzimas ¢ o substrato, de forma a aumentar a taxa de reagdo (Fields, 2001;
Shuler & Kargi, 2002). Tal fato foi exemplificado no presente trabalho, no qual temperaturas

mais c¢levadas beneficiaram as reagdes.

4.2 2 Delincamento composto central rotacional



405
406
407
408
409
410
411
412
413
414

415
416

417
418
419

420
421
422
423
424
425
426
427
428
429

23

Como observado no delincamento fatorial 2°, a temperatura foi a Gnica variavel
significativa positivamente. Além disso, foi verificado nas superficiecs de resposta que
menores concentragdes das enzimas ja eram favoraveis para bons resultados de concentragio
de proteina soluvel. Tomando isso como base, foram modificados os niveis das variaveis em
um novo planejamento experimental do tipo DCCR, com o intuito de otimizar as condigdes
experimentais da hidrélise enzimatica das visceras de camardes.

Na Tabela 6 esta apresentada a matriz referente ao DCCR com as variaveis utilizadas
¢ com os resultados de GH apds a hidrolise enzimatica. Observa-se que no ensaio 10 obteve-
se¢ um maior resultado de GH 2,11%+0,25, correspondente a temperatura de 67,8 °C ¢

concentragdo de 0,50% para ambas as enzimas.

Tabela 6. Matriz do Planejamento DCCR completo com os resultados de grau de hidrélise

Ensaio T (°C) C. Alc (%) C. Fla (%) GH (%)
1 41,0 0,25 0,25 1,48%0,28
p 61,0 0,25 0,25 1,5920,15
3 41,0 0,75 0,25 1,4820,04
4 61,0 0,75 0,25 2,0020,04
5 41,0 0,25 0,75 1,7940,57
6 61,0 0,25 0,75 1,59+0,03
7 41,0 0,75 0,75 2,0520,11
8 61,0 0,75 0,75 1,6620,08
9 34,2 0,50 0,50 1,8320,13
10 67.8 0,50 0,50 2,110.25
11 51,0 0,08 0,50 1,4020,01
12 51,0 0,92 0,50 1,3720,09
13 51,0 0,50 0,08 1,4120,09
14 51,0 0,50 0,92 1,4920,11
15 51,0 0,50 0,50 1,8820,09
16 51,0 0,50 0,50 1,8620,13
17 51,0 0,50 0,50 1,8620,14
18 51,0 0,50 0,50 1,7520,08

T (°C) (Temperatura), C. Alc (%) (Concentragdo de Alcalase), C. Fla (%) (Concentracdo Flavourzyme), GH (%)
(Grau de hidrélise), DP+ Desvio padréo
FONTE: O autor (2020).

O hidrolisado de proteina de camardo, produzido a partir de cabeca ¢ casca de
Penaeus monodon, usando Alcalase com uma razio de enzima-substrato de 1,05% a 50 °C
por 30 min resultou em um valor de GH de 2,3%, valor este proximo ao obtido nesse estudo
(Dey & Dora, 2014). Yen & May (2019) obtiveram um GH de 4,21% com o hidrolisado do
subproduto do camardo da industria de processamento de camardo, utilizando alcalase com
uma concentragdo fixa de 0,2% (4,8AU / kg de proteina), 0,25% de flavourzyme pH 6, 55 °C
por 5 horas. Zhang et al. (2016), avaliaram a otimizagdo do processo de hidrolise enzimatica
de residuos de camario rosa do norte, incluindo cabegas, cascas e caudas, onde observaram

que o GH foi maximizado em 48,83 = 0,30% utilizando a relagdo enzima-substrato de 1,64%,
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tempo de hidrélise a 3,59 h, pH inicial a 9 ¢ temperatura a 52,57 °C. Gunasckaran et al.
(2014), obtiveram apos 3 horas de hidrolise de cabega de Metapenaeus dobsoni em pH 8.2,
temperatura de 45,4 °C, ¢ relagdo enzima-susbtrato de 1,8%, GH de 42,44%. Com relagdo as
diferengas observadas entre o presente estudo ¢ o as pesquisas de Zhang et al. (2016) ¢
Gunasckaran et al. (2014), podem ser explicadas pelo maior tempo de reagdo de hidrolise por
estes autores, ou também pela diferenga quimica ¢ fisica nos residuos utilizados.

Na Figura 4 ¢ apresentando o grafico de Pareto para o modelo obtido no
planejamento DCCR da hidrolise enzimatica das visceras de camardo, onde os valores que se
encontram a direita da linha vermelha sdo significativos, é possivel observar que a
temperatura em sua forma quadratica foi significativa positivamente. Ja a interagdo das
variaveis concentragdo da enzima Alcalase™ 2 4L em sua forma quadratica ¢ temperatura em
sua forma linear, bem como, a concentracio da enzima Flavourzyme® 1000L tanto em sua
forma lincar como em sua forma quadratica foram significativas negativamente. A
temperatura foi a unica variavel significativa, no entanto, segundo Tavano (2013), o
tratamento térmico pode melhorar a velocidade de protedlise, mas, pode alterar a
acessibilidade do substrato para hidrdlise ¢ o perfil do hidrolisado, pois a estrutura enzimatica
pode ser modificada, ou s¢ja, ocorre a desnaturagdo da enzima, o que impede o encaixe
especifico com o substrato. Sendo assim, existe uma temperatura ideal para cada enzima, na
qual a taxa reacional ¢ maxima (Fields, 2001; Shuler & Kargi, 2002). Essa pode ser uma das

jJustificativas, na qual as enzimas nio terem significancia no processo de hidrolise proteica.

Concentragdo Enzima Alcalase (%)(Q) !.? 7oA
1LbyaL % 7.03006

Concentragéo Enzima Flavourzyme (%)(Q) JB 38353

Temperatura (°C)(Q) 4141171

(2)Concentracdo Enzima Alcalase (%)(L) 027024

(3)Concentragio Enzima Flavourzyme (%)(L) I 979062

(1)Temperatura (*C)(L) |2,30465
E——

1Lby2L 1,363092
2Lby3L -, 465532

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absclute Value)

Figura 4. Gréfico de Pareto para o modelo obtido no planejamento DCCR da hidrélise enzimatica das visceras
de camardes
FONTE: O autor (2020)
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Pela analise de variancia, pelo teste F, comparando-se o valor de F calculado com o F
tabelado, ¢ possivel afirmar se 0 modelo proposto € valido ¢ se os pardmetros da equagdo se

ajustam aos dados experimentais.

Tabela 7. Analise de Varidncia obtida para o planejamento DCCR da hidrélise enzimatica das visceras de
camardes

Fonte de Variacéo SQ GL MQ Foate
Regresséo 0,635545 4 0,158886 21,46933
Residuo 0,096208 13 0,007401
Falta de Ajuste 0,14704 10 0,014704 3,885835
Erro Puro 0,011352 3 0,003784
Total 0,9375 17

FONTE: O autor (2020).

Na Tabela 7 esta apresentada a analise de variancia da hidrolise enzimatica das
visceras de camardo pelo teste F, onde para a regressdo Fea > Fup (4,13; 0,05) = 3,18, sendo
esse resultado significativo. Ja para a falta de ajuste Fea < Fiap (10,3; 0,05) = 8,79, visto que a
falta de ajuste ndo ¢ significativa. Considerando esses resultados o modelo proposto € valido ¢
¢ possivel escrever o modelo matematico empirico de GH em fungdo das variaveis reais ¢
suas interagdes que foram significativas, o coeficiente de correlagdo foi bom (R? = 0,831). A

fun¢do que representa o processo esta apresentada na Equagdo 2.

GH = 1,831+ 0,071x 1% — 0,134 x C.Al® — 0,110 x C.Fla® — 0,152 I'x C.Fla
2
Foi possivel observar que os maiores resultados de GH foram encontrados nas

temperaturas extremas avaliadas ¢ nas concentragdes medianas da enzima Alcalase® 2.4L

(Figura 5).
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480
481 Na Figura 6 ¢ apresentada a superficie de resposta para os valores de GH em relagio

482  as variaveis concentragdo de Flavourzyme® 1000L ¢ temperatura da reagdo. E possivel
483  observar que os maiores resultados de GH foram encontrados em duas regides distintas: para
484  maiores concentragdes dessa enzima ¢ menores temperaturas, ¢ também para menores

485  concentragdes dessa enzima ¢ maiores temperaturas.

486
26
zvﬂ
22
20| eee———
& 48
% SO XS {V‘
g 1 LA
AR
=y “ “? ‘,‘fu A
“““-‘ G
=22
<21
< <19
> o @ b . < 1,7
<15
<13
<11
487 B <09
488

Figura 6. Superficie de resposta do grau de hidrélise em fungfio da temperatura e da concentragéo da enzima
489  Flavourzyme® 1000L

490 FONTE: O autor (2020).
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Na Tabela 8 ¢ apresentado os valores de GH das reagGes controle (sem adigdo de
enzima) ¢ reagdes enzimaticas para comparagdo dos resultados.

Tabela 8. Resultados de grau de hidrélise das reagSes controle e reacdes enzimaticas com desvio padréo
Ensaio T(¢C) C.Alc(%) C.Fla(%) GHreagdesenzimaticas (%) GH reacdes controle (%)

1 41,0 0,25 0,25 1,4840,28 1,60+0,11
2 61,0 0,25 0,25 1,5940,15 2,060,11
3 41,0 0,75 0,25 1,4840,04 1,64+0,17
4 61,0 0,75 0,25 2,00+0,04 1,86+0.,13
5 41,0 0,25 0,75 1,7940,57 1,40£0,07
6 61,0 0,25 0,75 1,5940,03 1,7440,12
7 41,0 0,75 0,75 2,05+0,11 1,6240,09
8 61,0 0,75 0,75 1,6640,08 1,9040,38
9 342 0,50 0,50 1,8340,13 1,6540,24
10 67,8 0,50 0,50 2,11+0,25 1,9440,30
11 51,0 0,08 0,50 1,40+0,01 1,34£0.21
12 51,0 0,92 0,50 1,3740,09 1,450.,05
13 51,0 0,50 0,08 1,4140,09 1,61£0.,09
14 51,0 0,50 0,92 1,4940,11 1,5240,09
15 51,0 0,50 0,50 1,88+0,09 1,7940.21
16 51,0 0,50 0,50 1,86+0,13 1,7140,19
17 51,0 0,50 0,50 1,8640,14 1,8640,22
18 51,0 0,50 0,50 1,7540,08 1,7440,09

GH (Grau de hidrolise) DP+ (Desvio padrfio)

No ensaio 2 da reagdo controle o GH obtido foi de 2,06%+0,11, na temperatura de
61,0 °C. No ensaio 10 da reagdo enzimatica o valor de GH foi 2,11%+0,25, na temperatura de
67,8 °C ¢ concentragdo enzimatica 0,50%. Tais resultados sdo estatisticamente iguais, o que
ndo justifica a utilizagdo das enzimas, dado que, um dos limitantes do uso de enzimas nos
processos industriais ¢ o alto custo de producdo ¢ purificagio (Monteiro & Silva, 2009;
Nalinanon; Benjakul; Visessanguan & Kishimura, 2009).

Apesar dos processos enzimaticos serem considerados uma alternativa vantajosa para
acelerar as reagdes, nesse caso, ao comparar os resultados da Tabela 8, observou-se que as
reagbes controles (sem adi¢do de enzima) alcangaram resultados de GH relevantes, sendo em
alguns casos até maiores do que nas reagdes enzimaticas. Isso pode ter ocorrido devido a
algumas enzimas hidroliticas endégenas que sdo encontradas no material biologico, como
proteases, lipases ¢ carboidrases as quais, sob certas condi¢des, hidrolisardo o residuo
(Senphan, Benjakul, & Kishimura, 2014). As enzimas podem ser inibidas por substincias que
se ligam a enzima livre ou ao complexo enzima-substrato ou competem pelo sitio catalitico da
enzima. O resultado final é uma diminui¢do ou anulagdo da atividade enzimatica (Monteiro &

Silva, 2009).
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O hepatopancreas do camardo apresenta fungles vitais, envolvido em diversas
atividades metabolicas (Gibson & Barker, 1979). Este o6rgdo esta envolvido na manutengéo do
balango de sais ¢ ions, metabolismo de proteinas, lipideos ¢ carboidratos, remogdo de corpos
estranhos do sistema vascular, desintoxicagdo de metais ¢ outras substiancias organicas,
secreta enzimas digestivas que sdo derramadas no estdmago, armazena substincias Uteis ¢
controla a composigdo bioquimica corporal (Icely & Nott, 1992; Gibson & Barker, 1979).
Além disso, o hepatopancreas ¢ uma grande fonte de proteases, principalmente tripsina ¢
quimotripsina, que t€ém a capacidade de hidrolisar varios substratos proteicos (Sriket et al.,
2012). Essas enzimas, ja presentes no substrato, podem ter competido com as enzimas
comerciais pelo sitio ativo, ou alguns componentes, podem ter inibido a agdo das mesmas, por
isso os valores de GH das reagdes enzimaticas ¢ das reagdes controle podem ter permanecidos
proximos.

Inumeros fatores influenciam as propriedades ¢ os constituintes do hidrolisado final,
tendo como exemplo, composigdo ¢ variagdo de matérias-primas, especificidade da enzima,
tempo de reagdo, atividade e concentragdo de enzimas enddgenas, pH e temperatura (Opheim
et al, 2015). Segundo Slizyte et al. (2005), o processo de hidrélise pode ser influenciado
negativamente pelo teor de lipideos, pela formagdo de complexos proteina/lipideos, mais
resistentes ao rompimento enzimatico. Estes autores ao analisarem a composigdo de diferentes
fragdes obtidas apds a hidrolise de bacalhau (Gadus morhua) com as enzimas Flavourzyme® e
Neutrase® observaram que matérias-primas com elevado conteudo de lipideos resultavam em
um hidrolisado com menor quantidade de proteina solubilizada. Considerando que no
presente estudo o teor de lipideos foi de 59,70% isso pode ser um indicativo dos baixos
valores de GH.

Elevadas temperaturas resultaram em melhores GH, no entanto, alguns cuidados
devem ser tomados com temperaturas altas. As oscilagGes nas condi¢des de hidrolise, como
temperatura, pressdo, pH, salinidade ou concentragdo de solvente, podem provocar a
desnaturagdo de proteinas, sendo a temperatura um dos principais fatores para desnaturar
moléculas de proteina, o que pode ocasionar a perda de valor nutricional ¢ funcional do
hidrolisado final (Franks, Hatley & Friedman, 1988; Tedford et al., 1998).

Nas superficies de resposta apresentadas nas Figuras 7 ¢ 8, foram fixadas a maior ¢ a

menor temperatura que foram utilizadas nas reacdes enzimaticas.
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Figura 7. Superficie de resposta do grau de hidrélise em fungfio da concentragfo da enzima Flavourzyme®
1000L e da enzima Alcalase®2.4L fixada a temperatura 67,8 °C
Fonte: O autor (2020).
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Figura 8. Superficie de resposta do grau de hidrolise em fungfio da concentragdo da enzima Flavourzyme®
1000L e da enzima Alcalase®2.4L fixada a temperatura 34,2
FONTE: O autor (2020).
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Na Figura 7, nota-se que os maiores valores de GH sio obtidos com a influéncia da
Alcalase® 2.4L na maior temperatura, isso pode ter ocorrido, pois as condigdes 6timas de
atuagdo da enzima, sdo em temperaturas entre 50 ¢ 70 °C, conforme citado anteriormente. Na
superficie de resposta na Figura 8 a influéncia da Flavourzyme® 1000L foi maior, ja que a
mesma atua em temperaturas at¢ 50 °C. Por meio destas superficies verifica-se como a
temperatura interviu na hidrélise enzimatica.

Como a temperatura foi a variavel que apresentou maior influéncia nas reagdes
proteicas, sendo ¢la a tnica significativa, foram geradas superficies de resposta nos 5 niveis,
(Figuras 7, 8 ¢ 9) ¢ (APENDICE, 1A ¢ 2A) da mesma.

Na superficie de resposta apresentada na Figura 9, sendo fixado a temperatura de
51,0 °C, para ambas as enzimas as concentragdes foram intermediarias, onde atingiram o
ponto mais alto do planejamento. Esse resultado pode ter sido alcangado, pois essa
temperatura ¢ mediana em relagdo as outras testadas, onde para a Flavourzyme® 1000L a
melhor temperatura € até 50 °C ¢ para a Alcalase® 2 4L entre 50 ¢ 70 °C, tornando mais

favoravel a atuagio conjunta.
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Figura 9. Superficie de resposta do grau de hidrélise em fungfio da concentragfo da enzima Flavourzyme®
1000L e da enzima Alcalase® 2.4L fixada a temperatura 51,0 °C
Fonte: O autor (2020).

Por meio dos resultados de GH, foi verificado que houve a clivagem proteica, ja que

o GH ¢ definido como a proporgdo de ligagGes peptidicas clivadas pela enzima proteolitica.
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Dependendo do grau de hidrélise, o peso molecular ¢ a estrutura primaria dos peptideos o
hidrolisado tera diferentes aplicagoes (Amiza, Kong, & Faazaz, 2012; Balti et al., 2011; Liu et
al., 2014).

Na Tabela 9, pode-se notar que houve uma solubilizagdo da proteina presente nas
visceras do camardo, tanto nas reagdes enzimaticas, quanto nas reagdes controle (sem adigdo
das enzimas). O material in natura apresenta 19,43% de PB, apds a hidrélise, os resultados de
teor de proteina soluvel ficaram entre 22 ¢ 38%. Isso demonstra a aplicabilidade dessa
proteina na nutrigdo animal, evitando o descarte desse residuo, que poderia prejudicar o meio

ambiente.

Tabela 9. Teores de Proteina solubilizada pela acfio das enzimas e somente com 4gua e temperatura

Fnsai o Teor Proteina Solubilizada % (agua; Teor Proteina Solubilizada %
nsaio T(°C) :
temperatura) (enzimas)
1 41,0 24,7142 .28 27,60£3,07
2 61,0 32,50+1,56 28204227
3 41,0 24,97+2.69 23.2340,60
4 61,0 27,88+1,63 30,51+0,45
5 41,0 22.2241,36 31,08+11,04
6 61,0 26,99+2.05 29,1320,46
7 41,0 24,65+1,20 28,95+0,39
8 61,0 32,84+6,53 29.07+1,05
9 342 26,04+4,00 26,48+1,64
10 67,8 32,31+5,41 38,05+4,78
11 51,0 24,65+3,12 24,204+0,22
12 51,0 26,35+0,82 24,65+1,82
13 51,0 25,37+1,23 24,22+1,76
14 51,0 25,71+1,17 26,61+1,92
15 51,0 29,4943 54 28,4941 24
16 51,0 25,2042.16 25,22+1,78
17 51,0 31,44+3,51 30,83+1,97
18 51,0 25,66+1,13 27.93+1,58

T °C (temperatura); DP+ (Desvio padréio)
Fonte: O autor (2020).

Segundo Leduc et al., (2018), os hidrolisados de camardes podem ser utilizados para
alimentagdo animal, tais autores, verificaram que o hidrolisado de camario Litopenaeus
vanmamei melhorou a organizacdo das células intestinais aumentando a altura
das vilosidades intestinais de peixes Dicentrarchus labrax. Isso evidencia o potencial de uso
do hidrolisado proteico das visceras de camarGes M. rosenbergii, visto que o material

apresentou resultados de solubilizagdo proteica positivos.

6 CONCLUSAO
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No processo de hidrolise enzimatica proteica das visceras do camardo
Macrobrachium rosenbergii, a temperatura em 51,0 °C atingiu um rendimento otimizado. O
maior GH foi de 2,11%+0,25 na reagdo enzimatica a 67.8 °C ¢ concentragdo 0,50% para
ambas as enzimas. No entanto a 61,0 °C, a reagdo controle, apresentou um GH de
2,06%=+0,11, sendo estatisticamente igual ao obtido para a reagdo enzimatica. Isso indica que
as enzimas utilizadas ndo proporcionaram aumento no percentual de ligagdes peptidicas
clivadas para as visceras de camardo. Entretanto, foi observado solubilizagdo da proteina
presente em tal residuo, tanto nas reagdes enzimaticas, quanto nas reagoes controle. Os
resultados de teor de proteina soluvel ficaram entre 22 ¢ 38%, podendo tornar o hidrolisado

uma fonte de proteina para a aquicultura.
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Figura 1A. Superticie de resposta do grau de hidrolise em funcgfo da concentragdio da enzima Flavourzyme®
1000L e da enzima Alcalase® 2.4L fixada a temperatura 41,0 °C
FONTE: O autor (2020).
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Figura 2A. Superticie de resposta do grau de hidrolise em funcgéo da concentragfio da enzima Flavourzyme®
1000L e da enzima Alcalase® 2.4L fixada a temperatura 61,0 °C
FONTE: O autor (2020).
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TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Ensaios 1 0.002817 0.002817  0.071 0.8028
erro 4 0.158267 0.039567

Total corrigido 5 0.161083

CV (%) = 9.52

Média geral: 2.0883333  Numero de observagdes: 6

Teste Tukey para a FV Ensaios

DMS: 0,450935636565201 NMS: 0,05

M¢dia harmonica do nimero de repetigdes (r): 3
Erro padrio: 0,114842887846348

Tratamentos Médias  Resultados do teste

1 2.066667 al
2.110000 al
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