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RESUMO

O beneficiamento do pirarucu gera uma grande quantidade de residuos que pode ser
aproveitado para elaboracao de novos produtos alimenticios de interesse industrial. O objetivo
deste estudo foi avaliar a producdo de hidrolisado proteico a partir de residuo de pirarucu
utilizando pancreatina e proteases de Aspergillus flavo-furcatis. A matéria-prima utilizada foi
carne mecanicamente separada de carcagas de pirarucu (CMSP) proveniente da Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua, Amazonas. O processo foi conduzido sob agitacéo,
tempo e temperatura controlados. A CMSP e os hidrolisados foram submetidos a anélise de
composicdo quimica e qualidade microbioldgica. Desses experimentos foram desenvolvidos
dois produtos, o hidrolisado proteico de pirarucu obtido com enzima comercial (HPPEC) e
outro preparado com a enzima microbiana (HPPEM). Os hidrolisados foram caracterizados
quanto ao grau de hidrolise, digestibilidade e perfil de aminoécidos. Os resultados mostraram
que no HPPEC o teor proteico foi de 71,30%, significativamente superior ao do HPPEM
(57,26%). Todavia nos dois produtos foram observados altos valores de digestibilidade,
auséncia de contaminantes microbianos, reducdo no contetdo de lipidios e aumento no teor de
cinzas. O aminograma demonstrou nos dois produtos a presenca de todos os aminoacidos
essenciais. Entre as enzimas utilizadas, a pancreatina teve maior eficiéncia hidrolitica, porém
aos maiores niveis de digestibilidade, teor de hidroxiprolina e taurina foram determinados no

produto final desenvolvido com as enzimas de A. flavo-furcatis.

Palavras-chave: pescado, proteina hidrolisada, alimento proteico.



ABRTRACT

The processing of arapaima (Arapaima gigas) generates a lot of waste that can be reused for
development of new products of industrial interest. The aim of this study was to evaluate the
production of protein hydrolyzate from pirarucu waste using pancreatin and Aspergillus flavo-
furcatis proteases. The raw material was minced fish of arapaima originated from Mamiraua
Sustainable Development Reserve, State of Amazon. The process was conducted under
constant agitation and controlled time and temperature. The minced fish and the hydrolysates
were analyzed for chemical composition and microbiological quality. From these experiments
two products were developed: an pirarucu protein hydrolyzate obtained of commercial
enzyme (HPPEC) and another one prepared with microbial enzyme (HPPEM). The
hydrolysates were analyzed for degree of hydrolysis, digestibility and amino acids profile.
The results showed that the protein content in HPPEC (71.30 %) was significantly higher than
HPPEM (57.26 %), however, in both products, were observed high values of digestibility,
absence of microbial contaminants and reduction of lipid content. The aminogram showed the
presence of all essential amino acids in both products. Among the enzymes used, pancreatin
had higher hydrolytic efficiency, but the higher levels of digestibility, hydroxyproline content
and taurine were deterrmined in the final product developed with A. flavo-furcatis enzymes.

Keywords: fish, hydrolyzed protein, protein food.
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1.  INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da Ciéncia, sabe-se que ha uma grande relacdo entre saide e
nutricdo. Pesquisas comprovam a importancia de uma alimentacdo saudavel na prevencao e
no tratamento de doengas cronicas e na manutencdo de uma boa qualidade de vida. A busca
por fontes alimenticias saudaveis transforma o pescado em um importante alimento para a
nutricdo humana e também animal. Segundo Burger (2008), a composic¢do nutricional do
pescado e a divulgacdo de estudos que associam o seu consumo com melhorias a salde tém
causado maior interesse por esse alimento.

De acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem animal (BRASIL, 1981), denominam-se pescado 0s peixes, crustaceos, moluscos,
anfibios, quel6nios e mamiferos de dgua doce ou salgada usados na alimentacdo. Os peixes
sdo considerados alimentos bastante nutritivos, rico em vitaminas, minerais, lipidios e
proteinas de alto valor bioldgico, aléem de conter todos os aminoécidos essenciais.

A busca e o incentivo ao maior consumo de peixes tém se tornado uma tendéncia, e
neste contexto, a Tecnologia do pescado contribui para o fornecimento de produtos e
subprodutos de pescado, porém em contrapartida a industria de processamento de pescado
produz mais de 60% de residuos s6lidos (GONCALVES, 2011; MENEGASSI, 2011).

Na regido Amazonica a pesca é uma das atividades extrativistas mais tradicionais e
importantes do ponto de vista socioeconémico, ecologico e cultural, em funcdo da grande
diversidade de espécies, da quantidade de pescado capturado e da dependéncia das
comunidades tradicionais em relacéo a pesca (GANDRA, 2010).

O pirarucu (Arapaima gigas) € uma espécie ictia amazdnica que possui uma carne
muito apreciada e, portanto com elevada importancia econdmica na Regido Amaz6nica,
devido ao seu tradicional consumo e ao crescente potencial de comercializacdo, pois apesar de
ser um peixe com exploracdo controlada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) desde 1975, no Amazonas 0 uso racional de
recursos naturais desta espécie através do seu manejo sustentavel tem gerado bons resultados,
proporcionando o repovoamento de lagos e permitindo o aumento da comercializacdo deste
peixe gerando maior renda aos pescadores amazonenses.

O pirarucu é comercializado na forma de manta fresca, congelada, seco-salgada e
defumada. Por ser um peixe grande e pela sua crescente comercializagédo, o beneficiamento do
pirarucu gera muitos residuos, como por exemplo, cabeca, visceras, nadadeiras, escamas e

couro, 0s quais podem ser reaproveitados como subprodutos a fim de agregar valor a
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producdo e proporcionar novos produtos provenientes de pescado (CROSSA & OVIEDO,
2011; FREITAS-JUNIOR et al., 2012). No entanto, um residuo pouco aproveitado é a carcaca
do pirarucu apos a retirada das mantas (filés), a qual contém uma quantidade de carne
inadequada para ser fileteada, mas que pode ser utilizada na producdo de carne
mecanicamente separada (CMS) de pescado para ser utilizada como matéria-prima para a
elaboracdo de produtos derivados de pescado.

A hidrdlise enzimatica do pescado é um método eficiente utilizado para recuperar a
proteina, o qual resulta na producdo de hidrolisados proteicos de pescado (HPP), que pode
apresentar alto contetdo proteico, elevada digestibilidade, melhores propriedades funcionais e
nutricionais, além de aumentar a liberacdo de peptideos biologicamente ativos das proteinas
do pescado (SGARBIERI, 1996; FURLAN & OETTERER 2002; NGUYEN et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2014). Tais produtos sdo adicionados em alimentos dietéticos, como fonte
de pequenos peptideos e aminoacidos, podendo enriquecer a alimentacdo humana e animal,
além de ser fonte de nutrientes em cultivo de microrganismos (VENUGOPAL, 1994,
MARTONE, et al., 2003).

Na obtencdo de HPP as enzimas de origem animal e vegetal podem ser utilizadas,
porém as enzimas microbianas oferecem vantagens, como por exemplo, diversidade
microbioldgica, producdo através de tecnologias baratas e possibilidade de otimizacdo das
condigdes de cultivo para um maior rendimento. Sendo assim, este estudo foi conduzido a fim
de utilizar o residuo do beneficiamento de pirarucu (Arapaima gigas) como substrato para
producdo de hidrolisado proteico, utilizando protease microbiana e a enzima comercial

pancreatina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O pescado, a nutricdo e a producao de alimentos

O pescado é um importante alimento na nutricdo humana, como fonte de proteinas,
lipidios, vitaminas, minerais e componentes bioativos. A composicdo quimica do pescado
varia entre as espécies, sendo composta principalmente por agua, lipidios e proteinas. A agua
constitui cerca de 60 a 80% da porcdo comestivel (GONCALVES, 2011; SARTORI &
AMANCIO, 2012).

Em comparacdo com alimentos de origem animal, 0s peixes contém grandes
guantidades de vitaminas, principalmente das lipossollveis, em especial as vitaminas A e D,
além de ser fonte de vitaminas do complexo B (vitamina hidrossoltvel). O pescado também é
considerado uma excelente fonte de minerais, incluindo célcio, fosforo, ferro, cobre, selénio e,
no caso dos peixes de agua salgada, iodo (KIM, 2010; SARTORI & AMANCIO, 2012).

O teor de proteinas é praticamente 0 mesmo ao de outras carnes, como a de gado e
frango, no entanto, a composi¢cdo de aminoacidos essenciais (histidina, isoleucina, leucina,
fenilalanina, metionina, treonina, triptofano e valina) é balanceada e completa, com maior
guantidade de lisina e metionina. A carne de peixe possui alta digestibilidade, devido a maior
guantidade de proteinas miofibrilares do que aquelas do tecido conjuntivo (FOOD
INGREDIENTS BRAZIL, 2009; MENEGASSI, 2011). Além disso, as proteinas do pescado
apresentam propriedades funcionais como capacidade de retencdo de &gua, gelificacdo,
emulsificacdo, alta solubilidade e propriedades texturais (RUSTAD, 2010).

O perfil lipidico apresenta quantidades reduzidas de gorduras saturadas e elevado teor
de acidos graxos poli-insaturados (AGPI), do tipo 6mega-3, capazes de reduzir o risco de
doencas cronicas. Os trés acidos graxos 6mega-3 mais importantes para a dieta humana séo: o
eicosapentaenoico (EPA), docosaexaenoico (DHA) e o alfa-linolénico (ALA). Diversos
fatores influenciam o contetdo de lipidios no pescado, incluindo espécie, dieta, época do ano,
temperatura da agua e até a parte do corpo analisada, portanto 0s peixes podem ser
classificados quanto ao teor de gordura, podendo ser magros quando apresentar teor de
gordura menor que 2%, semigordos (2 a 4% de lipidios) e gordos (acima de 8%) (ACKMAN,
1989; GONCALVES, 2011; MENEGASSI, 2011; SARTORI & AMANCIO, 2012).

A grande diversidade de peixes encontrada na Amazonia faz com que o peixe seja uma
importante fonte de proteina animal nesta regido, particularmente para as populacbes que
habitam as margens dos rios e lagos, portanto o pescado além de ser importante na
alimentacdo, também é uma fonte de emprego e renda. No Brasil, a producdo de pesca
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extrativa continental em 2011 foi de 249.600,2 t, onde a producdo pesqueira no Estado do
Amazonas é a mais expressiva da Regido Norte, com 63.743,3 t, representando 40,3% do total
capturado (GANDRA, 2010; CAMARGO & CAMARGO, 2012; MPA, 2013).

Em funcdo da crescente busca por alimentos de maior qualidade nutricional, assim a
indUstria do pescado contribui para o fornecimento de uma grande variedade de produtos e
subprodutos de pescado, os quais vdo desde peixes inteiros, em postas, filetados, resfriados,
congelados, enlatados, produtos secos e curados, 0leos de peixe, até produtos prontos para o
consumo (MENEGASSI, 2011; DEKKERS et al., 2011).

No entanto, o processamento do pescado fornece mais do que alimentos nutritivos, gera
também uma grande quantidade de residuo, quase totalmente desperdicado. Na matéria-prima
descartada estdo incluidos os peixes pouco comuns e de baixa aceitabilidade no mercado e as
partes ndo utilizadas, representadas principalmente por cabeca, visceras, escamas, espinhas e
caudas. A cadeia produtiva do pescado produz mais de 60% de residuos, 0s quais possuem
elevado valor nutricional (MINOZZO et al., 2008; DEKKERS et al., 2011).

Esses residuos solidos podem gerar sérios problemas ambientais, além de proporcionar
altos custos com o seu descarte. Portanto, o setor pesqueiro necessita de alternativas para
gerenciar tais residuos, a fim de evitar a poluicdo do meio ambiente, e como consequéncia,
diversificar a linha de produtos com qualidade nutricional e agregar valor aos subprodutos do
beneficiamento do pescado (FELTES et al., 2010).

2.2. O pirarucu

O pirarucu (Arapaima gigas) € um peixe amazonico com potencial de comercializagéo
bastante valorizado nos mercados do norte do Brasil, sendo considerado o bacalhau da
Amazonia devido a sua carne clara, magra, tenra, de alta qualidade nutricional e livre de
espinhas intramusculares. Esta espécie ictia € a maior de agua doce do mundo, podendo
atingir 3,5 metros de comprimento e 250 quilos, tem ampla distribuicdo na Bacia Amazénica
(Figura 1), com ocorréncia registrada no Brasil, Peru, Coldombia, Bolivia, Equador e Guiana,
sendo o seu consumo um habito tradicional e apresentando recente expansdo para outras
regides (VERISSIMO, 1895; UNCTAD, 2006; FAO, 2010; ITUASSU et al., 2005; SEBRAE,
2013).

Desde 1975 o pirarucu esta na lista do anexo 2 do CITIES (Comércio Internacional das
Espécies da Fauna e da Flora Silvestre Ameacadas de Extingdo), portanto a sua exploragdo
deve ser estritamente regulamentada e controlada (CROSSA & OVIEDO, 2011). No

Amazonas, 0 IBAMA autoriza a pesca do pirarucu, fora do periodo de defeso, por meio de
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manejo sustentavel para nove areas (RESEX Baixo Jurud, RESEX do Rio Jutai, RDS
Mamiraua, RDS Amand, RESEX Auati Parana, RDS Mamiraug, Terra Indigena Acapuri, Rio
Arari, Camacari — Lago Preto) em distintos municipios do Estado (BESSA & LIMA, 2010).

Figura 1 — Pirarucu (Arapaima gigas).
Fonte: Crossa & Oviedo (2011).

A espécie também tem atraido a atencdo dos criadores de peixe da regido Amazonica,
pois apresenta grande potencial para a piscicultura, devido as suas caracteristicas zootécnicas
positivas para a criacdo intensiva, como por exemplo: o rapido crescimento; a capacidade de
realizar a respiracdo aérea, sem depender do oxigénio dissolvido na agua; a facil adaptacdo ao
consumo de racBes comerciais; a carne de alta qualidade; e alto rendimento de carcaca
(OSTRENSKY et al., 2008; FREITAS-JUNIOR et al., 2012; SEBRAE, 2013).

Em 2011, a producéo brasileira de pirarucu na pesca extrativa continental foi de 1.262,4
t e da aquicultura continental de 1.137,1 t. No Amazonas, em 2013, o manejo do pirarucu
rendeu a captura de 693,4 t, dividido entre a comercializacdo e subsisténcia de comunidades
no interior do Amazonas. Do peixe normalmente é comercializado o filé fresco, congelado,
seco-salgado e defumado. O beneficiamento do pirarucu gera uma grande quantidade de
residuos, por exemplo, cabeca, visceras, nadadeiras, escamas, couro e carcaca. As escamas
podem ser utilizadas para a produgdo de bijuterias, o couro apresenta potencial de uso na
fabricacdo de bolsas, sapatos e acessorios, a lingua pode ser utilizada como lima para ralar o
guarana, do figado pode se extrair 0 0leo, o coracdo pode ser transformado em paté e a cabeca
em ensilado para racdo animal (CROSSA & OVIEDO, 2011; MPA, 2013; SDS, 2013).

A carcaca do pirarucu apos a retirada das mantas € um residuo pouco aproveitado
(Figura 2), o qual contém carne com alto teor de proteina e outros nutrientes, inadequada para
ser fileteada, mas que pode ser utilizada na producdo de novos produtos alimenticios de
interesse industrial. No entanto, ha poucos relatos na literatura sobre o beneficiamento do

pirarucu e aproveitamento dos residuos na elaboracdo de derivados de subprodutos a fim de
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diversificar a linha de produtos para agregar valor e evitar danos ao meio ambiente através do
correto gerenciamento de residuos sélidos.

Uma das alternativas € o aproveitamento das visceras para o isolamento de enzimas.
Freitas-Junior et al. (2012) isolaram tripsina do cecos pildricos do pirarucu, a enzima mostrou
alta atividade e estabilidade em longa faixa de pH alcalino, termoestabilidade e atividade em
concentracOes elevadas de sal, tornando as visceras do pirarucu fonte de tripsina digestiva
com potencial para aplica¢6es industriais.

Oliveira (2007) avaliou a qualidade do pirarucu proveniente de piscicultura, estocado
em gelo, congelado e de seus produtos derivados, onde elaborou filés defumados a quente,
filés salgado-secos, panceta e carpaccio de pirarucu. Carvalho (2001) produziu filé de
pirarucu defumado a frio. No mais, a maioria dos estudos trata da genética, biologia,

conservacao e cultivo desta espécie.

Figufé 2 — Residuo de pirarucu utilizado para producéo de CMS.
FONTE: PAIVA (2013).

2.3. Hidrolisado proteico de pescado

Hidrolisados proteicos sdo produtos constituidos por aminoacidos livres e peptideos
com diferentes massas moleculares resultantes do maior ou menor grau de hidrélise das
proteinas que podem apresentar propriedades funcionais Uteis para a industria alimenticia
assim como solubilidade, capacidade de retencdo de agua, emulsificacdo, formacdo de
espuma e absorc¢éo de gordura (BATISTA, 2011).

Os hidrolisados proteicos podem ser obtidos basicamente por hidrélise quimica (acida
ou alcalina), por hidrolise enzimética ou pela combinacdo de dois ou mais destes métodos. A
hidrélise enzimatica possui algumas vantagens em relacdo aos outros métodos, como a
especificidade da enzima com o substrato, o controle do grau de hidrolise, as condicGes
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moderadas de acdo e proporciona 0 aumento da liberacdo de peptideos biologicamente ativos
das proteinas (SPELLMAN et al., 2003; ZAVAREZE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014).

A escolha do substrato, a enzima proteolitica utilizada, o controle das condi¢bes como
pH, temperatura, propor¢éo enzima/substrato, tempo do processo e o0 grau de hidrolise afetam
as propriedades fisico-quimicas do produto final (BENITEZ et al., 2008; AMIZA et al.,
2013). Vérias proteases sdo utilizadas para hidrolisar proteinas incluindo Alcalase, papaina,
pepsina, tripsina, quimotripsina, pancreatina, flavourzyme, pronase, neutrase, protamex e
bromelina (GALLA et al., 2012).

O substrato utilizado pode ser de origem animal, vegetal ou microbiana. Os vegetais
mais utilizados sdo soja, trigo e arroz. As matérias-primas de origem animal podem ser
residuo de pescado, colageno bovino, produtos carneos e o soro do leite, também tem se
aproveitado micro-organismos, tais como algas e Saccharomyces cerevisae (PEREZ et al.,
2001; AFONSO et al., 2008; BENITEZ et al., 2008; PINTO E SILVA & ATINZINGEN,
2010; ZIEGLER & SGARBIERI, 2009).

A producéo de hidrolisado proteico de pescado (HPP) destaca-se como alternativa de
aproveitamento de residuos solidos provenientes da inddstria pesqueira, uma matéria-prima de
alta qualidade biol6gica, gerando produtos que podem atingir um contetdo proteico de até
90% com propriedades funcionais das proteinas do pescado intensificadas (BATISTA, 2011).

Os HPP possuem diversas aplicacBes na industria farmacéutica e na alimentacdo
humana e animal. Estes produtos podem ser empregados como ingredientes alimentares em
suplementos de cereais, produtos de panificacdo, sopas e alimentos para criancas. Além
disso, sdo utilizados na fabricagdo de alimentos especiais, para pessoas com alergia a
proteinas, na suplementacdo dietética de idosos, na nutricdo de esportistas e criancas
prematuras, com gastroenterite, ma-absor¢do e fenilcetoniria (AFONSO et al., 2008;
CARREIRA et al., 2011). Na alimentacdo animal os HPP s&o utilizados principalmente em
racdes para peixes. Os HPP tambeém tém sido aproveitados em meios de cultura para micro-
organismos como alternativa as peptonas comerciais (BATISTA, 2011).

De acordo com Chalamaiah et al. (2012), hidrolisados proteicos foram elaborados a

partir da carne de diferentes espécies (Tabela 1).
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Tabela 1 — Espécies de peixes utilizadas como matéria-prima para producao de HPP.

Espécie Referéncia
Salmo salar Kristinsson & Rasco (2000)
Merluccius productus Pacheco-Aguilar et al. (2008)
Decapters maruadsi Thiansilakul et al. (2007)
Selaroides leptolepis Klompong et al. ( 2007)
Ctenopharyngodon idellus Ren et al. (2008)
Hypophthalmichthys molitrix Dong et al. (2008)
Oreochromis niloticus Raghavan & Kristinsson (2008)
Pollachius virens Chabeaud, et al. (2009)

Salmo salar; Onchorhynchus kisutch; Theragra

chalcogramma;Micromesistius australis Nakajima et al. (2009)

Thunnus tonggol Hsu (2010)
Mustelus mustelus Bougatef et al. (2009)
Channa striatus Ghassem et al. (2011)
Lepturacanthus savala e Sphyraena barracuda Rajaram & Nazeer (2010)
Nemipterus hexodon Nalinanon et al. (2011)
Nemipterus japonicus Nagash & Nazeer (2011)

Fonte: Chalamaiah et al. (2012)

A literatura relata diversas outras espécies de peixes, que a carne foi utilizada como
substrato para a producdo de hidrolisados proteicos de pescado (Tabela 2). No entanto, a
elaboracdo de HPP de peixes amazonicos foi descrito apenas por Ferreira (2009) para as
espécies Potamorhina latior (branquinha) e Liposarcus pardalis (acari-bodd), e por Moroni
(2005) também para L. pardalis. Ndo ha evidéncias de hidrolisado proteico produzido de
carne de Arapaima gigas (pirarucu).

Na hidroélise das proteinas ocorre a quebra das ligagdes peptidicas entre os aminoacidos,
o nimero de ligagBes clivadas pode ser em maior ou menor nimero, levando a formacéo de
peptideos com diferentes massas moleculares (BATISTA, 2011). A quantidade de ligacdes
peptidicas rompidas pode ser determinada através do Grau de hidrolise (%GH). Segundo
Nielsen et al. (2001), o grau de hidrolise é a porcentagem de ligacdes peptidicas clivadas,
determinada pela proporcao da quantidade de ligagcdes peptidicas hidrolisadas com o numero
total de ligacOes peptidicas existentes no substrato.

Juntamente com a escolha do substrato e da protease utilizada, o controle do grau de
hidrolise pode afetar as propriedades fisico-quimicas do produto final, sendo possivel
produzir hidrolisados proteicos com diferentes graus de hidrolise e diferentes propriedades
funcionais (KRISTINSSON, 2000; AMIZA et al., 2013). Portanto, 0 %GH pode ser utilizado
para comparar hidrolisados entre si, e quanto maior o seu valor, maior o rendimento de
peptideos de baixo peso molecular. De acordo com os estudos de Silva et al. (2009) e Schmidt
& Salas Mellado (2009), o tipo da enzima, a propor¢cdo enzima/substrato e o tempo de

hidrolise influenciam diretamente o grau de hidroélise das proteinas.
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Tabela 2 — Outras espécies ictias utilizadas para elaboracao de HPP.

Espécie

Referéncia

Channa striatus e Labeo rohita
Pangasius sp.
Micromesistius poutassou
Collichthys niveatus
Otolithes ruber
Zosterisessor ophiocephalus
Gazza minuta
Mytilus edulis
Decapterus maruadsi e Loligo pealeii
Engraulis japonicus
Sphyrna lewini
Salaria basilica
Sardinella aurita

Galla et al. (2012)
Amiza et al. (2013)
Cudennec et al. (2012)
Shen et al. (2012)
Nazeer et al. (2012)
Nasri et al. (2012)
Klomkao et al. (2012)
Wang et al. (2013)
Srichanun et al. (2014)
Wau et al. (2012)
Wang et al. (2012)
Ktari et al. (2012)
Khaled et al. (2012)

Caranx ignobilis Nazeer & Kulandai (2012)
Sillago sihana Venkatesan e Nazeer (2014)
Mustelus griseus Lietal. (2013)
Paralichthys olivaceus Ko et al. (2013)
Barbus callensis Silaetal. (2014)
Lophius litulon Chietal. (2014)
Decapterus maruadsi Jiang et al. (2014)

Existem varios métodos para determinar o %GH, incluindo, a técnica do pH-stat,
osmometria, solubilidade em 4&cido tricloroacético (TCA), determinacdo de nitrogénioamino
pelo método que utiliza acido trinitobenzenosulfarico (TNBS) e por titulagdo com formol
(SCHMIDT, 2008). Para Wang & Wang (2001), a avaliacdo do %GH depende de trés
principios: do teor de nitrogénio liberado pela hidrélise da proteina, na presenca de um agente

precipitante; da determinacdo de grupos amino livres e da titulacdo de prétons liberados.

2.4. Proteases

As proteases sdo enzimas que pertencem ao grupo das hidrolases, catalisam a reacao
de hidrolise das ligacdes peptidicas nas proteinas, sdo conhecidas também como peptidases ou
proteinases. Biologicamente a sua principal fungdo é a hidrolise de proteinas, mas estdo
envolvidas nos processos de digestdo, ativacdo de enzimas, coagulacdo do sangue e no
transporte de proteinas através da membrana (KOBLITZ, 2008). As proteases sdo as enzimas
mais utilizadas em todo o mundo, respondendo por 60% da produgdo mundial de enzimas
(GUPTA et al., 2002).

Proteinas sdo compostos poliméricos complexos, formados por moléculas orgénicas, e
estdo presentes em toda matéria viva. Quimicamente, as proteinas sdo compostos constituidos
por aminoacidos unidos entre si por ligacdes peptidicas. O nimero e a sequéncia de
aminoacidos, o tamanho da cadeia e a conformag&o molecular tridmensional s&o responsaveis

pela diversidade de proteinas encontradas na natureza (IGUTI, 2007).
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Segundo o Comité de Nomenclatura Internacional da Uni&o de Bioguimica e Biologia
Molecular, as proteases sdo classificadas no subgrupo 4 do grupo 3 das hidrolases. As
proteases sdo grosseiramente subdivididas em dois grupos principais, isto €, exopeptidases e
endopeptidases, dependendo do seu local de a¢do. Endopeptidases sdo proteases que iniciam a
degradacdo das proteinas pela clivagem das ligagdes peptidicas internas, enquanto as
exopeptidases degradam as cadeias de peptidios nas suas extremidades. As proteases sdo
classificadas, com base no grupo funcional presente no sitio ativo, em quatro grupos: serino
proteases, proteases asparticas, cisteino proteases e metalo proteases (HARTLEY, 1960;
WARD, 1983; RAO et al., 1998).

As proteases também sdo classificadas em relacdo a faixa de pH apresentando
atividades 6timas em pH acido, neutro ou alcalino (SANDHYA et al., 2005). Proteases acidas
sdo as proteases asparticas, oferecem uma variedade de aplicagdes nas industrias de bebidas e
alimentos (VISHWANATHA et al., 2009). As proteases neutras sao ativas em uma faixa
estreita de pH, entre 7,0 e 8,0, e possuem baixa termotolerancia (SEONG et al., 2004). As
proteases alcalinas sdo definidas como as proteases que sdo ativas em uma faixa de pH basico
(GUPTA et al., 2002).

Estas enzimas estdo envolvidas em processos bioldgicos essenciais, fatos que tornam
as proteases um alvo quimioterapico valioso para o desenvolvimento de novos compostos
farmacéuticos. As proteases tém também uma variedade de aplicagGes, principalmente na
industria de detegentes e de alimentos. Tendo em vista os recentes acordos mundiais para uso
de tecnologias ndo poluentes, as proteases comecaram a ser usadas em larga escala no
tratamento do couro, em substituicdo aos compostos tdxicos e poluentes até entdo usados. Na
industria farmacéutica, as proteases sdo usadas em pomadas cicatrizantes e tém um uso
potencial para outros medicamentos (RAO et al., 1998). Na tecnologia de alimentos, estas
enzimas possuem uma ampla aplicagéo, por exemplo: clarificagéo da cerveja, amaciamento da
carne, coagulacdo do leite, maturacdo acelerada de queijos, panificacdo, modificacdo de
proteinas, sintese de aspartame (IGUTI, 2007).

Ainda de acordo com Iguti (2007), as proteases sdo produzidas por todos 0s seres
vivos: animais, vegetais e micro-organismos. Entre as vegetais a papaina, a bromelina e a
ficina estdo entre as mais importantes. As de origem animal estdo entre as enzimas mais
estudadas devido ao seu interesse na area de saude, as mais importantes comercialmente sdo
as enzimas gastricas (renina e pepsina) e as pancreaticas (tripsina e quimotripsina).

No entanto, as enzimas microbianas oferecem vantagens, como por exemplo, ampla

variedade de atividades cataliticas disponiveis, grande estabilidade para pH e temperatura,
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producdo independente de variagOes sazonais; utilizacdo de substratos baratos, como residuos
agricolas e agroindustriais; diversidade bioquimica; possibilidade de se aumentar o
rendimento pela otimizacdo das condicdes de cultivo e através da manipulacdo genética das
linhagens (RAO et al., 1998; SCHIMID et al., 2001; SANTOS et al., 2009; CHALAMAIAH
etal., 2012).

Como as proteases sdo enzimas essenciais na fabricacdo de hidrolisados, pesquisas
estdo constantemente sendo realizadas objetivando a descoberta de novas fontes proteoliticas
de maior eficiéncia. Uma alternativa para essa busca pode ser a diversidade microbiana,
embora esses catalisadores bioldgicos sejam produzidos por animais e vegetais. Entre 0s
micro-organismos, bactérias e fungos predominam na producdo dessas enzimas. E entre os
fungos Aspergilluss sp. e Penicillium sp. como fonte de proteases para uso na elaboragédo de
hidrolisados ja foram citados por Agrawal et al. (2004) e Silvestre et al., (2012),

respectivamente.

2.5. Aspergillus flavo-furcatis
Aspergillus flavo-furcatis Batista & Maia (Figura 3) trata-se de uma espécie anamorfica
descrita como colonizador de intestino de morcego, fezes de aves, solo e associado a vegetais
(ULOA et al., 2006; YOUSSEF, 2009). E uma espécie classificada no grupo flavus, porém de
acordo com a andlise filogenética este fungo constitui o grupo A. awamori devido a sua
similaridade genética com as espécies deste grupo (TEIXEIRA et al., 2012).
Morfologicamente, quando observado sob microscopio Optico tem as seguintes
caracteristicas nos cultivos em agar Czapek, apresenta vesicula na forma de frasco a globosa,
medindo 20 a 40 um de didmetro ou de 15 a 50 um, onde estdo inseridas esterigmas dispostas
em duas séries. As culturas, no mesmo meio de crescimento tém coloracdo amarelo

amarronzado, conforme citado por Raper & Fennell (1977).

Figura 3 — Caracteristicas macro e micro-morfoldgica de Aspergillus flavo-furcatis DPUA
1493.
Fonte: Colecdo DPUA (2012).
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Linhagens de A. flavo-furcatis foram investigadas quanto a capacidade de producdo de
enzimas proteoliticas e todas as cepas demonstraram viabilidade de crescimento e producéao
de proteases, sendo considerada como fonte proteolitica microbiana, assim como descrito por
Teixeira et al. (2012). No atual estudo esta espécie estd sendo citada como produtora de

protease e de forma inédita na producdo de hidrolisado proteico de pescado.



23

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Utilizar o residuo do beneficiamento de pirarucu (Arapaima gigas Schinz 1822) como
matéria-prima para a producdo de hidrolisado proteico com protease do fungo Apergillus

flavo-furcatis (DPUA 1493) e a enzima pancreatina.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar parcialmente o extrato enzimatico bruto do fungo Apergillus flavo-
furcatis;

e Obter carne mecanicamente separada (CMS) do residuo do beneficiamento de
pirarucu;

e Determinar a composi¢do fisico-quimica da CMS e dos hidrolisados proteicos de
pirarucu;

e Auvaliar o valor nutritivo dos hidrolisados proteicos de pirarucu pela determinagéo do
perfil de aminoacidos e da digestibilidade in vitro.

e Analisar a qualidade microbiolégica da CMS e dos hidrolisados proteicos de

pirarucu;
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4.  MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéo da carne mecanicamente separada

A matéria-prima utilizada nesta pesquisa foi o residuo do beneficiamento do pirarucu
(Arapaima gigas Schinz, 1822), proveniente da Reserva de Desenvolvimento Sustentavel
Mamiraua, municipio de Marad, Amazonas, Brasil. A carcaca proveniente do abate do
pirarucu foi considerada residuo, a qual mesmo apo6s o fileteamento ainda contém uma
guantidade de carne, que ndo pode mais ser aproveitada para a elaboracdo de filés. As
carcacas foram transportadas em caixas de isopor, entre camadas de gelo até o laboratério de
Tecnologia de Pescado, da Coordenacdo de Tecnologia e Inovagdo, do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia (INPA).

Em laboratorio procedeu-se a preparacdo da matéria-prima pela retirada dos restos de
visceras e lavagem em &gua corrente. Em seguida, as carcacas foram cortadas em partes
menores e processadas em maquina separadora de espinhas (BAADER 694, Libeck,
Alemanha), para obtencdo de carne mecanicamente separada de pirarucu (CMSP). As

amostras foram armazenadas a —18°C até o momento do uso.

4.2. Enzimas

A hidrolise enzimatica foi realizada com duas proteases, uma pancreatina comercial
(LabMaster Ltda, Pinhais, Brasil) de origem animal, com atividade enzimatica de 186,36 +
0,20 U/mL, e um complexo de proteases de origem microbiana, produzido por uma linhagem
de Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1493, da DPUA, da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM).

As proteases da espécie de Aspergillus foram cedidas do Projeto de Pesquisa
“Linhagens amazonicas de Aspergillus flavo-furcatis: producdo de protease com atividade
coagulante em matriz sdlida”. Desse extrato bruto foi retirado volume equivalente a 80 mL
para liofilizagdo (Liofilizador, marca Terroni, modelo Enterprise Il) por 20 horas, conforme
especificacbes do fabricante. Para determinacdo da atividade proteolitica foram preparadas

solugdes aquosas a 1% (p/v) das enzimas.

4.3. Caracterizagao parcial das proteases de A. flavo-furcatis
A atividade proteolitica foi determinada, em triplicata, a 25 °C, utilizando como
substrato azocaseina (Sigma, St. Luis, MO USA) a 1,0% (p/v), em tampao Tris-HCI 0,2M, pH

7,2. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
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produzir um aumento na absorbancia de 0,1 em uma hora (KIRSCH et al., 2012). O efeito do
pH na atividade proteolitica foi avaliado na faixa de 3,0 a 10,0 em tamp&o Citrato-Fosfato 0,1
M, a 25 °C, e o efeito da temperatura foi determinado na faixa de 25 a 70° C no pH 6timo de
atividade (FONSECA et al., 2014).

4.4. Elaboragéo do hidrolisado proteico
A elaboracdo do hidrolisado proteico de pirarucu foi realizada de acordo com Moroni
(2005) Figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma de elaboracdo do hidrolisado proteico de pirarucu.

® Proteina nio
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Para a obtencdo do hidrolisado proteico, a CMSP foi pesada, adicionada em frascos de
vidro e homogeneizada com tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0 na propor¢cdo 5:1
(tampéo/substrato). Para desativar as enzimas endogenas, a amostra foi submetida a 90°C
durante 15 minutos, em seguida, resfriada em banho de gelo. As enzimas foram adicionadas,
separadamente, na proporc¢do enzima/substrato de 1:100 e a hidrolise enzimatica foi realizada
em incubadora de bancada, shaker com agitacdo orbital (CT712 Nova Técnica) sob agitacéo
constante de 110 rpm durante 4 horas, mantendo-se a temperatura controlada (Tabela 3). Apds
esse periodo, a hidrélise foi paralisada por aguecimento, a 90°C, durante 15 minutos. A

proteina soltvel foi separada da proteina insolivel por centrifugacdo (8.000 x @), em
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centrifuga refrigerada (Nova técnica) durante 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
desidratado a 60 °C em estufa com circulacdo de ar forcada (Desidratador PE14 Junior
PARDAL), durante 12 horas.

Tabela 3 — Condicdes de atuacdo das enzimas.

Enzimas Condicbes
Temperatura (°C) [E]:[S] Tempo de hidrélise (h) pH
Pancreatina comercial 40 °C 1:100 4 7,0
Proteases de Aspergillus flavo-furcatis 50 °C 1:100 4 7,0

[E]:[S] = Relagdo enzima:substrato (m/m).

4.5. Grau de hidrolise

O grau de hidrdlise foi determinado segundo método descrito por Amiza et al. (2013)
adaptado. A hidrolise foi paralisada pela adicdo de &cido tricloroacético (TCA) 10%, a
amostra foi mantida em repouso durante 10 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada
por 15 minutos a 8.000 x g, 4°C, em centrifuga refrigerada (Nova técnica), e do sobrenadante
obtido, as proteinas foram quantificadas pelo método de Micro-Kjeldahl (AOAC, 2000). O

grau de hidrdlise foi calculado de acordo com a Equagdo 1:

%GH = PPy 100

Pt

Onde: CPs= Concentracdo de proteinas soliveis em TCA 10% apds a hidrdlise, em
0/100g; CP; = Concentracdo de proteinas soliveis em TCA 10% do controle, antes da
hidrolise, em g/100g; P; = Proteina total do substrato determinada por micro Kjeldhal (N x
6,25), em g/100g.

4.6. Composicao fisico-quimica
A matéria-prima (CMSP) e os hidrolisados proteicos do residuo de pirarucu foram

caracterizados quanto sua composicdo quimica centesimal, através da determinacédo dos teores
de: proteinas pelo método de micro-Kjeldahl (N x 6,25), lipidios por extracdo direta em
Soxhlet, cinzas por meio da obtencdo de residuo por incineracdo a 550 °C e umidade através
de perda por dessecacdo a 105 °C. O pH da CMSP foi medido com pHmetro de bancada
(QUIMIS). Todas as analises foram realizadas de acordo com a AOAC (2000).

4.7. Composicdo de amino&cidos
A matéria-prima e os hidrolisados proteicos de pirarucu foram submetidos a analise

cromatografica para a determinacédo do perfil de aminoéacidos, realizada segundo metodologia
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proposta por White et al (1986). O triptofano foi quantificado segundo Spies (1967) por
digestédo alcalina com NaOH 5N.

4.8. Determinacao da digestibilidade in vitro

A avaliacdo nutricional dos hidrolisados foi realizada por digestibilidade in vitro, de
acordo com o método proposto por Sgarbieri (1996) modificado. Inicialmente foi pesada uma
quantidade de amostra que contivesse o equivalente de 0,5 g de proteina, adicionou-se 15 mL
de uma solucdo de HCI 0,1M contendo 22,5 mg de pepsina, em seguida foi adicionado 2,0
mL de solucdo de merthiolate incolor e mantido em shaker com agitacéo orbital (CT712 Nova
Técnica) sob agitacdo constante de 110 rpm por 3 horas a 37°C. Decorrido este tempo o0s
frascos contendo as amostras foram resfriados e o pH da solucdo ajustado para 8,0 com uma
solucdo de NaOH 0,2N, utilizando um pHmetro de bancada (QUIMIS).

Ao produto hidrolisado pela pepsina adicionou-se 10 mL de tampé&o fosfato pH 8,0
contendo 5 mg de pancreatina e manteve-se novamente sob agitacdo constante de 110 rpm a
37 °C durante 24 horas. Apds o tempo de hidrdlise foi adicionado 5mL de uma solugéo de
TCA 10% e o sobrenadante foi recolhido ap6s centrifugacdo por 15 minutos a 8.000 x g, para
posterior determinacdo do nitrogénio digerido pelo método de micro-Kjeldhal de acordo com
a AOAC (2000). A digestibilidade in vitro foi expressa como porcentagem de nitrogénio
digerido do hidrolisado proteico de pirarucu em relacdo ao nitrogénio total do hidrolisado

proteico de pirarucu, conforme a Equacéo 2:

Nd
Digestibilidade(%) = - x 100

Onde: Nd = nitrogénio digerido do hidrolisado proteico de pirarucu, em g/100g; Nt =

nitrogénio total do hidrolisado proteico de pirarucu, em g/100g.

4.9. Avaliagdo microbiologica

Para verificar o nivel de contaminacdo da matéria-prima, a CMS de pirarucu foi
submetida a avaliagdo microbioldgica, através da analise de Staphylococcus coagulase
positiva, Salmonella sp., coliformes a 45 °C, bactérias aerobias mesofilas, bolores e leveduras,
conforme a Instrucdo Normativa 62/2003 (BRASIL, 2003). A fim de verificar se 0 processo
de producdo contribui para a reducdo da carga microbiana da matéria-prima, as mesmas

analises foram feitas para os hidrolisados proteicos de pirarucu. Todas as andalises foram
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realizadas em triplicata e os resultados comparados com os padrées microbiol6gicos descritos
na Tabela 4.

Tabela 4 — Padrdes microbioldgicos para pescado in natura e subproduto de pescado seco.
Padrdes permitidos
Pescado in natura  Subproduto de pescado seco

Micro-organismos avaliados

Salmonella sp./25g * Ausente Ausente
Coliformes termotolerantes 45°C * (NMP/qg) 10? 10°
Staphylococcus aureus coagulase positiva * (UFC/g) 10° 5x10?
Bactérias aer6bias mestfilas 2 (UFC/g) 10° 10°
Bolores e leveduras * (UFC/g) 10° 10°

Padrdes estabelecidos pela RDC n° 12 de 02/01/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2001); *Padrdes estabelecidos pela International Commission on Microbiological Specifications for Foods
(ICMS, 1983): *Valores descritos por Manske et al. (2011).

4.9.1. Diluicdo da amostra
Para as analises microbiolégicas 25 g das amostras foram homogeneizadas com 225
mL de agua peptonada durante 2 minutos e desta solugcdo foram preparadas dilui¢cBes seriadas

até 10" em tubos de ensaio contendo 4gua peptonada estéril.

4.9.2. Contagem de Coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli

De cada diluicdo preparada (item 4.9.1) foram retiradas aliquotas de 0,1 mL e
inoculadas em séries de trés tubos, contendo 9 mL de caldo Brila (Himedia ®, Mumbai-India)
e um tubo de Duhran invertido para determinacdo presuntiva de coliformes totais. Os tubos
foram incubados a 35°C durante 24-48 h e a partir da observagdo de crescimento e produgéo
de gas foram realizados testes confirmativos para coliformes totais em caldo Brila
(Himedia®, Mumbai-India) a 35 °C por 24-48 horas e coliformes termotolerantes em caldo
Escherichia coli (EC) (Himedia®, Mumbai-India) a 45°C por 24 horas. Os valores de
NMP.g* foram calculados.

A partir da observacdo da producdo de gas foi realizada a confirmacédo de E. coli. Para
tanto, uma aliquota deste meio de cultivo foi retirada com auxilio de uma alca de platina e
semeada em agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e as placas foram incubadas a 37 °C por
24-48 horas.

4.9.3. Contagem direta de Salmonella sp.
Para deteccdo de Salmonella sp. foi utilizado o procedimento descrito no item
49.1 e 4.10.2. A partir da confirmacgdo de coliformes totais em caldo Brila (Himedia®,

Mumbai-India) da leitura positiva uma aliquota deste meio de cultivo foi retirada com auxilio
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de uma alca de platina e semeada em &gar Verde Brilhante — VB (Himedia®, Mumbai-India).
As placas foram mantidas a 35 °C por 24 horas e as colbnias suspeitas foram submetidas a

testes bioquimicos.

4.9.4. Contagem direta de Staphylococcus aureus coagulase positiva

De cada diluicdo preparada (conforme item 4.9.1) foram retiradas aliquotas de
0,1 mL e transferidas para placas de Petri contendo agar Manitol Salgado fundido, as placas
foram incubadas a 37 °C por 24/48 hora e em seguida, as coldnias fermentadoras de manitol
foram contadas. Para a confirmacdo de S. aureus coagulase positiva foram selecionadas 3
coldnias tipicas e outras 3 atipicas e transferidas para tubos contendo 2 mL caldo de Infusdo
Cérebro Coracdo (BHI). Os tubos foram incubados a 37 °C por 24 horas e em seguida
aliquotas de 0,3 mL deste meio de cultivo foram retirados e adicionados a 0,3 mL de plasma
de coelho em tubos de ensaio. O resultado foi considerado positivo quando apds 6 horas de
incubacdo a 37 °C houve formacao de coéagulos.

4.9.5. Contagem de Bolores e Leveduras

De cada diluicdo preparada (conforme item 4.9.1) foram retiradas aliquotas de 0,1 mL
e transferidas para placas de Petri contendo &gar batata glicose 2% acidificado a pH 3,5. Com
o0 auxilio de alca de Drigalski o in6culo foi espalhado cuidadosamente por toda a superficie do
meio, até sua completa absorcao. As placas foram incubadas, sem inverter, a 25 + 1°C, por 5 a
7 dias, em incubadora tipo B.0.D. (Demanda Biogquimica de Oxigénio). O numero de

microrganismos presentes foi expresso em UFC/g de produto.

4.10. Anélise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa estatistico Minitab, versdo 16.0. Todos
os resultados foram analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, a
5% de probabilidade (p<0,05), para comparacgéo entre as médias.
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CAPITULO 1

Producéo de hidrolisado proteico de pirarucu (Arapaima gigas Schinz, 1822) com uma

nova protease de Aspergillus flavo furcatis e pancreatina

Artigo cientifico submetido para publicacdo a Revista Pesquisa Agropecuéario Tropical (PAT),

seguindo as normas da mesma.

ROPECUARIA



31

PRODUCAO DE HIDROLISADO PROTEICO DE PIRARUCU (Arapaima gigas SCHINZ

1822) COM UMA NOVA PROTEASE DE Aspergillus flavo-furcatis E PANCREATINA

RESUMO

O beneficiamento do pirarucu (Arapaima gigas) gera uma grande quantidade de residuos que
pode ser aproveitada para elaboracdo de novos produtos de interesse industrial. O objetivo
deste estudo foi avaliar a producdo de hidrolisado proteico a partir de residuo de pirarucu,
utilizando proteases comercial e de Aspergillus flavo-furcatis. A matéria-prima utilizada foi
carne mecanicamente separada de carcacas de pirarucu (CMSP). O processo foi conduzido
sob agitacdo, tempo e temperatura controlados. A CMSP e os hidrolisados foram submetidos
a andlise de composicao quimica e qualidade microbioldgica. Desses experimentos foram
desenvolvidos dois produtos, o hidrolisado proteico de pirarucu obtido com enzima comercial
(HPPEC) e outro preparado com a enzima microbiana (HPPEM), os quais foram
caracterizados quanto ao grau de hidrdlise, digestibilidade e perfil de aminoacidos. Os
resultados mostraram que no HPPEC o teor proteico foi de 73,47%, significativamente
superior ao do HPPEM (58,03%), todavia nos dois produtos foram observados altos valores
de digestibilidade, auséncia de contaminantes microbianos e reducdo no contetdo de lipidios.
O aminograma demonstrou nos dois produtos a presenca de todos os aminoacidos essenciais.
Entre as enzimas utilizadas, a pancreatina teve maior eficiéncia hidrolitica, porém aos maiores
niveis de digestibilidade, teor de hidroxiprolina e taurina foram determinados no produto final
desenvolvido com as enzimas de A. flavo-furcatis.

Palavras-chave: hidrolisado proteico de pescado; Arapaima gigas; proteases; Aspergillus sp.

PRODUCTION OF PROTEIN HYDROLYZATE OF PIRARUCU (Arapaima gigas

SCHINZ 1822) WITH A NEW Aspergillus flavo-furcatis PROTEASE AND PANCREATIN
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ABSTRACT

The processing of pirarucu (Arapaima gigas) generates a lot of waste that can be reused for
development of new products of industrial interest. The aim of this study was to evaluate the
production of protein hydrolyzate from pirarucu waste using pancreatin and Aspergillus flavo-
furcatis proteases. The raw material was minced fish of pirarucu originated from Mamiraua
Sustainable Development Reserve, State of Amazon. The process was conducted under
constant agitation and controlled time and temperature. The minced fish and the hydrolysates
were analyzed for chemical composition and microbiological quality. From these experiments
two products were developed: an pirarucu protein hydrolyzate obtained of commercial
enzyme (HPPEC) and another one prepared with microbial enzyme (HPPEM). The
hydrolysates were analyzed for degree of hydrolysis, digestibility and amino acids profile.
The results showed that the protein content in HPPEC (73.47 %) was significantly higher than
HPPEM (58.03 %), however, in both products, were observed high values of digestibility,
absence of microbial contaminants and reduction of lipid content. The aminogram showed the
presence of all essential amino acids in both products. Among the enzymes used, pancreatin
had higher hydrolytic efficiency, but the higher levels of digestibility, hydroxyproline content
and taurine were deterrmined in the final product developed with A. flavo-furcatis enzymes.

Keywords: fish protein hydrolyzate; Arapaima gigas; proteases; Aspergillus sp.

INTRODUCAO
O pirarucu (A. gigas), conhecido popularmente como o Gigante da Amazonia, tem vasta
distribuicdo na Bacia Amazoénica, sendo o maior peixe de escama de dgua doce do mundo.
Nessa regido seu consumo é um habito tradicional e tem-se expandido para outras regides,

devido o sabor de sua carne, valor nutritivo e comercial (FAO 2010; UNCTAD 2006).
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Desde 1975 o pirarucu entrou na lista dos animais silvestres ameacados de extingéo,
portanto a sua exploracdo deve ser estritamente regulamentada e controlada (Crossa & Oviedo
2011). No Amazonas, o IBAMA autoriza a pesca de pirarucu por meio de manejo sustentavel
para nove areas (RESEX Baixo Jurua, RESEX do Rio Jutai, RDS Mamiraua, RDS Amang,
RESEX Auati Parana, RDS Mamiraua, Terra Indigena Acapuri, Rio Arari, Camacari — Lago
Preto) em distintos municipios do Estado (Bessa & Lima 2010).

Em 2013, o manejo do pirarucu rendeu a captura de 693,4 toneladas, dividido entre a
comercializacdo e subsisténcia de comunidades no interior do Amazonas (SDS 2013). O peixe
é comercializado na forma de manta fresca, congelada, seco-salgada e defumada. Por ser um
peixe de grande porte e pela sua crescente comercializacdo, o beneficiamento do pirarucu gera
uma quantidade consideravel de residuo, incluindo cabeca, visceras, nadadeiras, escamas,
carcaca e couro, 0s quais sdo considerados subprodutos e podem agregar valor a producéo
(Crossa & Oviedo 2011; Freitas-Janior et al. 2012).

Uma forma de aproveitar o residuo do processamento industrial e evitar a poluicao
ambiental é a hidrélise enzimética, pois proporciona a recuperacdo da proteina e resulta na
producdo de hidrolisado proteico de pescado (HPP), que pode apresentar elevada
digestibilidade, melhores propriedades fisico-quimicas, funcionais e nutricionais, além de
aumentar a liberacdo de peptideos biologicamente ativos (Nguyen et al. 2010; Oliveira et al.
2014). Os hidrolisados proteicos séo utilizados como fonte de pequenos peptidios e
aminoacidos, podendo enriquecer a alimentagdo humana e animal, aléem de ser fonte de
nutrientes em cultivo de micro-organismos.

As enzimas de origem fangica tém sido muito utilizadas, devido as suas propriedades
bioquimicas, faceis condicGes de cultivo e possibilidade de manipulagdo genética das
linhagens. Varias espécies do género Aspergillus sdo consideradas seguras e potentes

produtores de proteases com atividade em uma ampla faixa de pH e temperatura (Rodart et al.
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2011; Sandhya et al. 2005; Upadhyay et al. 2010). O objetivo deste estudo foi utilizar o
residuo do beneficiamento de pirarucu (Arapaima gigas Schinz 1822) como fonte proteica
para producdo enzimatica de hidrolisado proteico, utilizando proteases do fungo Aspergillus
flavo-furcatis e a enzima pancreatina.
MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

Dez carcacas de pirarucu (A. gigas) provenientes da Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel Mamiraud, municipio de Marad, Amazonas, Brasil, foram lavadas, cortadas em
partes menores e processadas em maquina separadora de espinhas (BAADER 694, Lubeck,
Alemanha) para obtencdo da carne mecanicamente separada de pirarucu (CMSP).

Enzimas

A hidrolise enzimatica foi realizada com pancreatina (LabMaster Ltda, Pinhais, Brasil)
e com proteases produzidas por uma linhagem de Aspergillus flavo-furcatis, da Micoteca
DPUA, da Universidade Federal do Amazonas. Para determinacdo da atividade proteolitica
foi preparada solugdo aquosa a 1% (p/v) do extrato bruto liofilizado.

Caracterizacéo parcial das proteases de Aspergillus flavo-furcatis

A atividade proteolitica foi determinada, em triplicata, a 25 °C, utilizando como
substrato azocaseina (Sigma, St. Luis, MO USA) a 1,0% (p/v), em tampao Tris-HCI 0,2M, pH
7,2. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
produzir um aumento na absorbancia de 0,1 em uma hora (Kirsch et al. 2012). O efeito do pH
foi avaliado na faixa de 3,0 a 10,0 em tampdo Citrato-Fosfato 0,1 M, a 25 °C, e o efeito da

temperatura na faixa de 25 a 70 °C no pH o6timo de atividade (Fonseca et al. 2014).
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Producéo dos hidrolisados proteicos

O hidrolisado proteico de pirarucu foi preparado de acordo com o método descrito por
Moroni (2005) adaptado, utilizando a CMSP como substrato e as enzimas pancreatina
comercial e as proteases de A. flavo-furcatis separadamente.

Caracterizacdo dos hidrolisados proteicos de pirarucu

O grau de hidrolise (%GH) foi determinado segundo método descrito por Amiza et al.
(2013) adaptado, e calculado de acordo com a Equagéo 1:

__ (Prote inas sollveis depois da Hidr 6lise —Prote inas sollveis antes da Hidr 6lise)

%GH = x 100 (1)

Prote ina bruta do substrato

A CMSP e os hidrolisados proteicos foram caracterizados quanto a composic¢do de
proteinas, lipidios, cinzas e umidade, todas as analises foram realizadas de acordo com a
AOAC (2000). O pH da CMSP foi medido com pHmetro de bancada (QUIMIS). A CMSP e
os hidrolisados foram submetidos a avaliagdo microbioldgica, através da analise de
Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella sp., coliformes a 45 °C, bactérias aerdbias
mesofilas, bolores e leveduras, conforme a Instrugdo Normativa 62/2003 (Brasil 2003).

A qualidade nutricional dos hidrolisados foi avaliada através da determinacdo da
digestibilidade in vitro e do perfil de aminoacidos. Para determinar a composicdo de
aminoacidos totais foi realizada analise cromatografica segundo metodologia proposta por
White et al. (1986). O triptofano foi quantificado segundo Spies (1967) por digestédo alcalina.
A digestibilidade in vitro foi apurada de acordo com Sgarbieri (1996) adaptado, utilizando
pepsina (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.) e pancreatina (LabMaster Ltda, Pinhais,
Brasil), em seguida, foi expressa como porcentagem conforme a Equacao 2.
Digestibilidade(%) = "2 2 x 100 (2)
Anélise Estatistica

Todos os resultados foram analisados por meio da analise de varidncia (ANOVA) e

teste de Tukey, a 5% de probabilidade (p<0,05), para comparagdo entre as médias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo parcial das proteases de Aspergillus flavo-furcatis

Uma variedade de micro-organismos € conhecida como fonte de proteases, entre esses,
muitas espécies de Aspergillus sdo considerados como seguros e potentes produtores dessas
enzimas. Proteases, representam cerca de 65% do mercado global, frequentemente utilizadas
como aditivo de detergente, melhoramento de couro e fabricacdo de produtos farmacéuticos.
Na industria de alimentos sdo usadas na producdo de hidrolisado de proteinas, molho de soja,
ou em panificacdo e fabricacdo de produtos lacteos (Radha et al. 2011; Yin et al. 2013).

No extrato bruto liofilizado de A. flavo-furcatis (Figura 1), a atividade proteolitica foi
31,20 + 0,13 U/mL, utilizando azocaseina como substrato. Quando foi avaliado o efeito do pH
na atividade, as proteases foram ativas na faixa de pH testada (pH 3,0 a 10,0), resultado que
revela a presenca de proteases acidas, neutras e alcalinas, sendo que as fortemente &cidas
representadas em valor reduzido, com exce¢do das levemente &cidas (pH 6,0) que
demonstraram 38,36 U/mL.

Yin et al. (2013) cita que as enzimas acidas sdo frequentemente usadas na producéo de
hidrolisado proteico. As neutras reduzem o amargor das proteinas hidrolisadas nos alimentos
devido a agdo de hidrolise em aminoécidos hidrofébicos restritos ao pH neutro (Sandhya et al.
2005), caracteristica que proporciona a viabilidade do uso das proteases de A. flavo-furcatis
na producado de hidrolisados proteicos.

Na condicdo de analise, o pH de atividade 6tima das proteases de A. flavo-furcatis foi
determinado em pH 7,0 e 9,0, com atividade de 42,16 + 0,04 U/mL e 42,69 + 0,10 U/mL,
respectivamente. Estudos com outras espécies de Aspergillus, relataram resultados similares
aos determinados neste estudo, cujo pH étimo variou entre 7 e 9 (Choulhary 2012; Kranthi et

al. 2012).
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Figura 1 — Efeito do pH sobre a atividade das proteases de A. flavo-furcatis.
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A temperatura de atividade 6tima foi determinada em pH 7,0 e 9,0, na faixa de 25 a 80
°C (Figura 2). Nessas condicdes de analise, a atividade das proteases foi observada em todas
as temperaturas avaliadas, todavia a maxima atividade foi determinada a 50°C (132,93 £ 0,13)
em pH 7,0. Resultados semelhantes aos obtidos nesta pesquisa foram encontrados por Anitha

& Palanivelu (2013) para A. parasiticus.
Figura 2 — Efeito da temperatura sobre a atividade das proteases de A. flavo-furcatis.
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Composicéo fisico-quimica da matéria-prima
O pH da CMSP foi 6,80, proximo aos valores encontrados por Jesus et al. (2003) para

CMS de outros peixes amazonicos. Este resultado indica que a matéria-prima encontra-se na
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faixa normal de qualidade para esse parametro, demonstrando bom estado de conservacéo,
visto que a legislacdo vigente no Brasil estabelece uma faixa de pH que varia de 6,5 a 6,8 para
0 pescado fresco (Brasil 1952).

A Tabela 1 revela os valores inéditos para a composi¢do quimica centesimal da CMSP
na base umida (BU), visto que ndo ha relatos na literatura cientifica sobre CMS de pirarucu. O
teor de umidade encontrado para a CMSP foi de 73,79%, dentro do intervalo de valores
relatados por Souza et al. (2013) para CMS das espécies dos peixes amazonicos aracu, jaraqui
e mapara.

Tabela 1 — Composigéo centesimal da carne mecanicamente separada de pirarucu (Bu).

Parametro (%) CMsP!
Umidade 73,79+ 1,64
Proteinas 15,63 + 0,16
Lipidios 8,96 + 0,03

Cinzas 0,84 + 0,04

Cada valor representa a média da triplicata e o desvio padréo;
'CMSP=carne mecanicamente separada de pirarucu.

O conteldo de proteina bruta determinado para a matéria-prima foi 15,63%. Bordignon
et al. (2010), em seu estudo registrou para CMS de tildpia um quantitativo de proteinas
equivalente 14,63%. O teor de cinzas da CMSP foi 0,84%. Resultados similares foram
encontrados por Cabral et al. (2012) para CMS de tilapia com diferentes tratamentos, os quais
variaram de 0,44 a 1,00% de cinzas. A quantidade de lipidios na CMSP foi elevada (8,96%), o
alto contetdo lipidico pode ser devido a CMSP ter sido produzida do musculo encontrado
proximo a carcaga, onde ha maior quantidade de lipidios (Bordignom et al. 2010).

Composi¢do quimica dos hidrolisados proteicos de pirarucu

Ao término do processamento da CMSP como matéria-prima, foram obtidos dois
hidrolisados proteicos, um proveniente da hidrélise com as proteases de Aspergillus flavo-
furcatis (HPPEM) e outro obtido com a pancreatina comercial (HPPEC). A Tabela 2 mostra a

composi¢do quimica dos hidrolisados proteicos de pirarucu e CMSP na base seca (BS).
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O teor proteico variou entre os hidrolisados, 0 HPPEC apresentou 71,30% de proteinas,
valor significativamente superior em relacdo ao HPPEM (57,25%). Os resultados deste estudo
se assemelham aos de outras pesquisas, que mostraram variacdo de 37,7 a 97,57% de
proteinas em hidrolisados proteico de pescado (Chalamaiah et al. 2012).

A hidrélise com a pancreatina favoreceu o aumento do contetdo de proteinas e reducédo
do teor de lipidios quando comparado a CMSP, com o uso da protease de A. flavo-furcatis
observou-se reducdo do teor proteico e também lipidico, em relacdo a CMSP (Tabela 2). No
entanto, Neves et al. (2004) ao utilizar pepsina, bromelina e quimotripsina obtiveram
hidrolisados com teores proteicos inferiores ao da matéria-prima, devido a proteina néao
hidrolisada (proteina insolavel).

Tabela 2 — Composicdo quimica dos hidrolisados proteico de pirarucu e da CMSP (BS).

Parametro (%) CMsP! HPPEM? HPPEC?®
Proteinas 59,38" + 0,52 57,25° + 2,02 71,30% + 3,66
Lipidios 34,213+ 0,12 0,57° + 0,04 0,34°+ 0,03

Cinzas 3,20°+ 0,14 33,55% + 0,95 19,16" +0,00

Cada valor representa a média da triplicata com desvio padrdo. Médias seguidas por letras iguais ndo sdo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05). 'CMSP = carne mecanicamente separada de
pirarucu; HPPEM = hidrolisado proteico de pirarucu obtido com enzima microbiana; *HPPEC = hidrolisado
proteico de pirarucu obtido com enzima comercial,

A reducéo do teor de lipidios nos hidrolisados pode ser observado devido a maior parte
dos lipidios ser descartada juntamente com as proteinas ndo hidrolisadas no processo de
centrifugacdo para obtencdo das proteinas soltveis (Nilsang et al. 2005). O baixo teor de
lipidios encontrado nos hidrolisados é favoravel em relacdo a oxidacdo lipidica e a
estabilidade do produto durante o armazenamento (Zavareze et al. 2009).

Neste estudo o teor de cinzas sofreu elevagdo de 3,20% (BS) na CMSP para 33,55% no
HPPEM, e 19,16% no HPPEC. De acordo com Zavareze et al. (2009), 0 aumento no contetdo
de cinzas em hidrolisados proteicos é normal, em decorréncia dos sais presentes nos tampdes
utilizados para manter o pH durante a hidrolise enzimatica.

Analise microbiolégica
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Na legislacdo brasileira vigente (Brasil, 2001) ndo ha padrGes microbioldgicos
estabelecidos para carne mecanicamente separada (CMS) e nem para hidrolisados proteicos
de pescado, no entanto os resultados obtidos foram inferiores aos exigidos para pescado in
natura e para subprodutos de pescado secos (Tabela 3).

Na CMSP néo foi encontrado a presenca de Salmonella sp., Staphylococcus aureus
coagulase positiva, bolores e leveduras. Foram encontradas bactérias aerobias mesofilas e
coliformes termotolerantes, porém os valores ficaram abaixo dos limites utilizados como
padrdo. Apesar da baixa quantidade, a presenca desses microrganismos pode revelar a
ocorréncia de deficiéncias no processamento da CMSP. No entanto, apds o preparo dos
hidrolisados houve auséncia na carga microbiana em comparacdo a matéria prima, isto pode
ser atribuido ao tratamento térmico empregado durante a obtencdo dos hidrolisados, seguido
de resfriamento, o que pode ter funcionado como uma pasteurizacdo, eliminando de maneira
eficaz os microrganismos existentes na CMSP (Veit et al. 2013). Portanto, HPPEM e HPPEC
foram considerados alimentos seguros para o consumo humano e animal.

Tabela 3 — Qualidade microbiol6gica da CMS e dos hidrolisados proteicos de pirarucu.

Padrdes permitidos Substrato e produtos
Micro-organismo avaliados Pescado in  Subproduto de CMSP'  HPPEM?  HPPEC?
natura pescado seco
Salmonella sp./25g* Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Coliformes termotolerantes 45°C (NMP/g)* 10? 10? <10? Ausente Ausente
Staphylococcus aureus coagulase positiva (UFC/g)* 10° 5x10? Ausente Ausente Ausente
Bactérias aerébias meséfilas (UFC/g) ® 108 108 2,4x10°  Ausente Ausente
Bolores e leveduras (UFC/g) ® 10° 10° Ausente  Ausente Ausente

'CMSP = carne mecanicamente separada de pirarucu; “‘HPPEM = hidrolisado proteico de pirarucu obtido com
enzima microbiana; *HPPEC = hidrolisado proteico de pirarucu obtido com enzima comercial; “Padrdes
estabelecidos pela RDC n° 12 de 02/01/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Brasil 2001);
*Padrdes estabelecidos pela International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMS
1983); ¢ Padrdes utilizados por Manske et al. (2011).

Grau de hidrolise
O grau de hidrélise (%GH) indica a quantidade de ligacGes peptidicas clivadas, nos

hidrolisados proteicos foram observados diferentes %GH. Nas mesmas condi¢des de



41

hidrolise, o HPPEC apresentou maior %GH, no valor de 40,49% + 0,47, significativamente
superior ao %GH obtido para o HPPEM de 20,67% + 0,87.

O %GH ¢ influenciado por diversos fatores, porém neste estudo a especificidade da
enzima e a atividade enzimatica tiveram efeito pronunciado, assim como descrito por Neves
et al. (2004). A especificidade do complexo proteolitico do fungo ainda nao é bem conhecida,
ja a pancreatina € uma combinacdo de endoproteases (tripsina, quimotripsina) e exoproteases
(carboxipeptidases), por isso obtém um alto grau de hidrélise (Li et al. 2010). Além disso, a
pancreatina apresentou maior atividade enzimatica (186,36 U/mL) do que as proteases de A.
flavo-furcatis (132,93 U/mL). Silva (2010) ao produzir hidrolisado proteico de tilapia por
autolise enzimatica e com alcalase observou uma relacdo entre as atividades das enzimas e o
%GH, onde as maiores atividades enzimaticas proporcionaram elevada quebra das proteinas
em peptideos menores. O grau de hidrolise elevado aumenta a solubilidade do hidrolisado,
porém pode gerar efeitos negativos nas suas demais propriedades funcionais, portanto, para
melhorar a funcionalidade das proteinas, valores baixos para o grau de hidrdlise séo
preferidos (Schmidt 2008).

Qualidade nutricional dos hidrolisados proteicos de pirarucu

A CMSP e os hidrolisados analisados apresentaram todos os aminoacidos essenciais
(Tabela 4). O conteudo de aminoéacidos dos produtos finais estdo de acordo com os valores
relatados para hidrolisados proteicos de pescado citados por Chalamaiah et al. (2012).

Com excecdo da taurina, hidroxiprolina e triptofano, o teor de aminoacidos da CMSP
foi superior em relacdo ao dos hidrolisados proteicos, provavelmente houve essa diferenca
devido a proteina da matéria-prima que néo foi hidrolisada (Neves et al. 2004).

Com excecdo da lisina, 0 HPPEC apresentou maior teor de aminoacidos essenciais do

que o HPPEM. O elevado quantitativo de aminoacidos essenciais no HPPEC pode ter relagédo
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com a enzima utilizada na hidrolise, a pancreatina, que por conter endo e exoproteases, gera
no hidrolisado uma concentracdo mais elevada de aminoacidos livres (Pacheco et al. 2005).

Nos dois hidrolisados proteicos a composicdo de aminoacidos ndo essenciais foi
balanceada, visto que o0 HPPEC apresentou maior quantidade de aspartato, serina, arginina e
prolina. J& no HPPEM foi detectado maior quantitativo de glutamato, hidroxiprolina, glicina,
taurina e alanina. Os aminoacidos ndo essenciais, aspartato e glutamato foram encontrados em
grande quantidade na CMSP e nos hidrolisados, assim como relatado para hidrolisados
proteicos de outras espécies de peixes (Chalamaiah et al. 2012).

Tabela 4 — Composicdo de aminoacidos da CMS e dos hidrolisados proteicos de pirarucu.

Composicéo de CMSP? HPPEC? HPPEM?®
Aminoacidos (mg/g de proteina) (mg/g de proteina) (mg/g de proteina)
Aminoacidos essenciais
Isoleucina 50,01 38,15 28,29
Leucina 88,41 74,62 66,37
Lisina 78,81 71,95 72,66
Metionina 44,12 36,19 27,94
Cisteina 5,89 3,65 1,92
Fenilalanina 44,46 34,64 23,75
Tirosina 40,41 32,54 18,69
Treonina 52,20 44,04 33,53
Valina 54,05 45,16 33,18
Histidina 24,59 20,34 14,67
Triptofano 5,22 9,72 3,67
Aminoacidos ndo essenciais

Aspartato 109,62 98,32 86,28
Glutamato 175,63 154,56 163,83
Hidroxiprolina 16,17 11,92 22,18
Serina 48,50 41,94 35,28
Glicina 61,80 49,65 53,79
Taurina 14,65 15,29 30,39
Arginina 72,91 58,77 55,19
Alanina 72,24 61,43 64,97
Prolina 46,14 37,87 32,14

'CMSP = carne mecanicamente separada de pirarucu; “HPPEC = hidrolisado proteico de pirarucu obtido com
enzima comercial; *HPPEM = hidrolisado proteico de pirarucu obtido com enzima microbiana.

Ainda foi constatada a presenca de dois aminodcidos ndo essenciais, taurina e

hidroxiprolina, que normalmente ndo séo relatados em hidrolisados proteicos de carne de
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pescado, sendo que ambos foram encontrados em maior quantidade no HPPEM. A taurina,
um aminoacido livre envolvido em importantes funcdes fisiolégicas no organismo animal,
também pode agir como estimulador alimentar em peixes e crustaceos (Nogueira et al. 2007).
Portanto, o HPPEM poderia ser testado como suplemento na dieta de organismos aquaticos. A
hidroxiprolina € um aminoacido formado pela oxidagdo da prolina durante a degradacao do
colageno, proteina do tecido conjuntivo de todos os organismos multicelulares (Prestes 2013).
A maior quantidade de hidroxiprolina no HPPEM pode estar relacionada a especificidade das
proteases do A. flavo furcatis na hidrélise do colageno.

A diferenca entre o perfil de aminoacidos da CMSP, HPPEM e HPPEC ndo
comprometeu a qualidade nutricional dos hidrolisados proteicos, pois estes apresentaram um
bom perfil de aminoacidos, contendo todos os aminoacidos essenciais, podendo ser
incorporados como suplementos de alto valor nutricional em dietas para humanos e animais.

Os hidrolisados  proteicos  apresentaram  percentuais de  digestibilidade
significativamente maiores em relacdo a CMSP (62,84% + 0,54) com 89,32% + 0,76 para
HPPEC e 92,41% + 0,94 para HPPEM, demonstrando que a transformacdo da carne de
pirarucu melhorou a digestibilidade da proteina, assim como relatado por Foh et al. (2011)
para hidrolisado proteico de tilapia.

E comum que hidrolisados proteicos tenham melhor absorgao do que proteinas inteiras.
Isso ocorre, pois, devido a hidrolise enzimatica esses produtos sdo constituidos de uma
mistura de peptideos menores e aminoacidos livres, o que aumenta a solubilidade e,

consequentemente, a digestibilidade das proteinas (Sinha et al. 2007).

CONCLUSAO
Foram obtidos hidrolisados com diferentes caracteristicas e qualidade nutricional. O

HPPEC preparado com a pancreatina apresentou contetdo proteico mais elevado em relacéo



44

ao HPPEM, proveniente da acdo das proteases de A. flavo-furcatis, no entanto, este ultimo €
produto de novas proteases com uso inédito na fabricacdo de um hidrolisado proteico de
pescado e demonstrou melhor digestibilidade. Apesar das diferencas entre os produtos
gerados, ambos apresentaram um bom perfil de aminoacidos essenciais e digestibilidade
elevada, livres de contaminacdo microbioldgica, podendo ser utilizados na alimentacdo

humana e animal como suplementos nutricionais para produtos alimenticios.
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CAPITULO 2

Hidrolisado proteico de subproduto de pirarucu (Arapaima gigas) preparado com

protease de Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1493
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CONCLUSAO

Neste estudo foram desenvolvidos dois produtos, o hidrolisado proteico de pirarucu
obtido com enzima comercial (HPPEC) e outro preparado com a enzima microbiana
(HPPEM). Os hidrolisados apresentaram diferentes valores para grau de hidrdlise,
composicdo quimica e qualidade nutricional. Entre as enzimas utilizadas, a pancreatina teve
maior potencial de hidrélise, gerando um HPP com elevado teor proteico, porém o produto
final desenvolvido com as enzimas de A. flavo-furcatis demonstrou maior digestibilidade.

Os dois produtos sdo ineditos, pois utilizam pela primeira vez CMS de pirarucu,
elaborada de um residuo subutilizado do beneficiamento do pirarucu, para obtencdo de
hidrolisado proteico, no entanto o HPPEM mostra o diferencial inovador por ter sido
desenvolvido com enzimas proteoliticas de uma espécie de Aspergillus sp., que nunca foi
estudada para esse fim.

Apesar das diferencas entre os produtos gerados, ambos apresentaram todos 0s
aminoacidos essenciais e digestibilidade elevada, livres de contamina¢do microbioldgica,

podendo ser utilizados na alimentacdo humana e animal.
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ANEXOS

Normas para submissédo da Revista Pesquisa Agropecuéria Tropical

Pesquisa Agropecuaria Tropical (PAT) é o periddico cientifico trimestral editado pela
Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias, em versao eletrénica (e-ISSN 1983-
4063). Destina-se a publicagdo de Artigos Cientificos relacionados ao desenvolvimento da
atividade agropecuaria. Notas Técnicas, Comunicagdes Cientificas e Artigos de Revisdo
somente sdo publicados a convite do Conselho Editorial.

A submisséo de trabalhos deve ser feita exclusivamente via sistema eletronico, acessivel
através do endereco www.agro.ufg.br/pat ou www.revistas.ufg.br/index.php/pat. Os autores
devem cadastrar-se no sistema e manifestar, por meio de documento assinado por todos,
escaneado e inserido no sistema como documento suplementar, anuéncia acerca da submissao
e do conhecimento da politica editorial e diretrizes para publicacdo na revista PAT (caso 0s
autores morem em cidades diferentes, mais de um documento suplementar pode ser inserido
no sistema, pelo autor correspondente).

A revista PAT recomenda a submissao de artigos com, no maximo, 5 (cinco) autores. A
partir deste namero, uma descricdo detalhada da contribuicdo de cada autor deve ser
encaminhada ao Conselho Editorial (lembre-se de que, as vezes, a se¢do “Agradecimentos” ¢
mais apropriada que a autoria).

Durante a submisséo on-line, o autor correspondente deve atestar, ainda, em nome de
todos os autores, a originalidade e ineditismo do trabalho (trabalhos ja disponibilizados em
anais de congresso ou repositorios institucionais ndo sdo considerados inéditos, por tratarem-
se de uma forma de publicacdo e ampla divulgacdo dos resultados), a sua ndo submisséo a
outro periodico, a conformidade com as caracteristicas de formatacdo requeridas para 0s
arquivos de dados, bem como a concordancia com os termos da Declaracdo de Direito
Autoral, que se aplicard em caso de publicacdo do trabalho. Se o trabalho envolveu
diretamente animais ou seres humanos como sujeitos da pesquisa, deve-se comprovar a sua
aprovacao prévia por um comité de ética em pesquisa. Por fim, deve-se incluir os chamados
metadados (informagfes sobre os autores e sobre o trabalho, tais como titulo, resumo,
palavras-chave — em Portugués e Inglés) e transferir 0s arquivos com 0 manuscrito e

documento suplementar (anuéncia dos autores).
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Os trabalhos devem ser escritos em Portugués ou Inglés. A possibilidade de submisséo e
publicacdo de trabalhos em outros idiomas deve ser submetida a analise do Conselho
Editorial.

Os manuscritos devem ser apresentados em até 18 paginas, com linhas numeradas. O
texto deve ser editado em Word for Windows (tamanho maximo de 2MB, versdo .doc) e
digitado em pagina tamanho A-4 (210 mm x 297 mm), com margens de 2,5 cm, em coluna
unica e espacamento duplo entre linhas. A fonte tipografica deve ser Times New Roman,
corpo 12. O uso de destaques como negrito e sublinhado deve ser evitado. Todas as paginas
devem ser numeradas. Os manuscritos submetidos a revista PAT devem, ainda, obedecer as

seguintes especificacoes:

1. Os Artigos Cientificos devem ser estruturados na ordem: titulo (maximo de 20
palavras);resumo (maximo de 250 palavras); palavras-chave (no minimo, trés
palavras, e, no maximo, cinco, separadas por ponto-e-virgula); titulo em
Inglés; abstract; key-words; Introducdo;Material e Métodos; Resultados e
Discussao; Conclusdes; Agradecimentos (se necessario, em paragrafo
Unico); Referéncias; e Apéndice (se estritamente necessario). Chamadas relativas ao
titulo do trabalho e os nomes dos autores, com suas afiliacbes e enderecos
(incluindo e-mail) em notas de rodapé, bem como agradecimentos, somente devem
ser inseridos na versao final corrigida do manuscrito, apds sua aceitacdo definitiva

para publicacéo.

2. As citagdes devem ser feitas no sistema “autor-data”. Apenas a inicial do sobrenome
do autor deve ser mailscula e a separacao entre autor e ano ¢ feita somente com um
espaco em branco. Ex.: (Gravena 1984, Zucchi 1985). O simbolo “&” deve ser usado
no caso de dois autores e, em casos de trés ou mais, “‘et al.”. Ex.: (Gravena & Zucchi
1987, Zucchi et al. 1988). Caso o(s) autor(es) seja(m) mencionado(s) diretamente na
frase do texto, utiliza-se somente o0 ano entre parénteses. CitacBes de citacdo
(citagbes secundarias) devem ser evitadas, assim como as seguintes fontes de
informacdo: artigo em versdo preliminar (no prelo ou preprint) ou de publicagédo
seriada sem sistema de arbitragem; resumo de trabalho ou painel apresentado em
evento cientifico; comunicacdo oral; informacfes pessoais; comunicacdo particular
de documentos ndo publicados, de correios eletronicos, ou de sites particulares na

Internet.
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3. As referéncias devem ser organizadas em ordem alfabética, pelos sobrenomes dos
autores, de acordo com a norma NBR 6023:2002, da Associacdo Brasileira de
Normas Teécnicas (ABNT). Os destaques para titulos devem ser apresentados em

italico e os titulos de periddicos ndo devem ser abreviados.

4. As tabelas e figuras devem ser identificadas numericamente, com algarismos
arabicos, e receber chamadas no texto. As tabelas devem ser editadas em preto e
branco, com tracos simples e de espessura 0,5 ponto (padrdo Word for Windows), e
suas notas de rodapé exigem chamadas numéricas. Expressdes como “a tabela
acima” ou “a figura abaixo” ndo devem ser utilizadas. Quando aplicével, os titulos de
tabelas e figuras devem conter local e data. As figuras devem ser apresentadas com

resolugdo minima de 300 dpi.

5. A consulta a trabalhos recentemente publicados na revista PAT
(www.agro.ufg.br/pat) € uma recomendacdo do corpo de editores, para dirimir

davidas sobre estas instrucdes e, consequentemente, agilizar a publicag&o.

6. Os autores ndo serdo remunerados pela publicacdo de trabalhos na revista PAT, pois
devem abrir médo de seus direitos autorais em favor deste peridédico. Os conteddos
publicados, contudo, sdo de inteira e exclusiva responsabilidade de seus autores,
ainda que reservado aos editores o direito de proceder a ajustes textuais e de
adequacdo as normas da publicacdo. Por outro lado, os autores ficam autorizados a
publicar seus artigos, simultaneamente, em repositorios da instituicdo de sua origem,

desde que citada a fonte da publicacéo original na revista PAT.

7. Homepage: http://www.agro.ufg.br/pat



