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APRESENTACAO

O desenvolvimento sustentavel das Ciéncias Agrarias assegura um
crescimento socioecondémico satisfatorio reduzindo potenciais impactos ambientais,
ou seja, proporciona melhores condi¢cdes de vida e bem estar sem comprometer os
recursos naturais.

Neste contexto, a obra “Desenvolvimento Social e Sustentavel das Ciéncias
Agrérias” em seus 3 volumes traz a luz, estudos relacionados a essa temética.

Primeiramente séo apresentados trabalhos a cerca da produgao agropecuéria,
envolvendo questdes agroecoldgicas, qualidade do solo sob diferentes manejos,
germinacéo de sementes, controle de doencas em plantas, desempenho de animais
em distintos sistemas de criacéo, e funcionalidades nutricionais em animais, dentre
outros assuntos.

Em seguida sdo contemplados estudos relacionados a questbes florestais,
como caracteristicas fisicas e quimicas da madeira, processos de secagem,
diferentes utilizacbes de residuos madeireiros, e levantamentos florestais.

Na sequéncia sa@o expostos trabalhos voltados a educacdo agricola,
envolvendo questdes socioecondmicas e de inclusao rural.

O organizador e a Atena Editora agradecem aos autores por compartilharem
seus estudos tornando possivel a elaboracao deste e-book.

Esperamos que a presente obra possa contribuir para novos conhecimentos
que proporcionem o desenvolvimento social e sustentavel das Ciéncias Agrarias.

Boa leitura!

Julio César Ribeiro
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ACOMPANHANTE

RESUMO: A racéo representa de 60 a 85% dos
custos da producdo no setor de aquicultura.
Dessa forma, buscar alternativas sustentaveis
em substituicdo aos ingredientes normalmente
utilizadas na formulagdo deste insumo é
questado fundamental para a expansao do setor.
Neste aspecto, o rejeito da pesca demersal,
chamado fauna acompanhante, poderia
substituir parcialmente a tradicional farinha de
peixe visto que é uma fonte barata e abundante
de proteina. Dessa forma, o presente trabalho
teve por objetivo estabelecer padrées de tempo
6timos de hidrélise da enzima Protamex®
(N200) de Bacillus subtillis para a producao
de hidrolisados proteicos a partir de fauna
acompanhante da pesca de camardes no Brasil.
Os hidrolisados proteicos sdo proteinas quimica
ou enzimaticamente hidrolisadas em peptideos
de diferentes tamanhos, estes hidrolisados
podem ser obtidos de residuos de pesca que
costumeiramente tem destino inadequado,
mostrando-se alternativa sustentavel para o
rejeito biologico. O peixe mais abundante da
fauna acompanhante da pesca camaroeira
Paralonchurus brasiliensis foi submetida a
hidrolise com enzima Protamex® a 50°C em
pH 7,0 durante 4 horas de reacgéo, retirando-se
amostras a cada 20 minutos e interrompendo
por congelamento em nitrogénio liquido. Foi
realizada a determinagcdo da concentracao
proteica de cada amostra e analise em
eletroforese SDS-PAGE. Os resultados obtidos
demonstram que o tempo 6timo de hidrolise é o
de 160 minutos de reacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Avaliagdo, peptideos,
hidrolisados, fauna acompanhante, pesca de

Capitulo 16




arrasto.

EVALUATION OF THE PEPTIDE PROFILE FROM HIDROLISYS OF
Paralonchurus brasiliensis FROM BYCATCH FAUNA
ABSTRACT: Feed represents 60 to 85% of production costs in the aquaculture sector.
Thus, seeking sustainable alternatives to replace the ingredients normally used in the
formulation of this input is a fundamental issue for the expansion of the sector. In
this respect, the refuse of bycatch fishing, called accompanying fauna, could partially
replace the traditional fish meal since it is a cheap and abundant source of protein.
Thus, the present study aimed to establish optimal hydrolysis time patterns of the
Bacillus subtillis enzyme Protamex® (N200) for the production of hydrolysates from
shrimp bycatch fishing in Brazil. Protein hydrolysates are chemically or enzymatically
hydrolyzed proteins in peptides of different sizes, these hydrolysates can be obtained
from fishing residues that usually have an improper destination, showing themselves
to be a sustainable alternative to biological waste. The most abundant fish of the
fauna accompanying the prawn fishery, Paralonchurus brasiliensis, was subjected
to hydrolysis with Protamex® enzyme at 50°C, at pH 7.0 for 4 hours of reaction,
taking samples every 20 minutes and interrupting by freezing in liquid nitrogen.
The determination of the protein concentration of each sample was carried out and
analyzed in SDS-PAGE electrophoresis. The obtained results demonstrate that the

optimal hydrolysis time is 160 minutes of reaction.
KEYWORDS: Evaluation, peptides, hydrolysates, accompanying fauna, trawling.

11 INTRODUGAO

Em 2018, a produg¢édo mundial total da aquicultura, incluindo plantas aquéticas,
registrou 114,5 milhdes de toneladas em peso vivo (FAO, 2020). De acordo com estes
dados, 82,1 milhGes de toneladas corresponde a animais aquéticos (FAO, 2020).
Dessa forma, a aquicultura se tornou um dos setores de produgdo de alimentos
que mais cresce no mundo e promete atender as necessidades de proteinas da
populacéo (DIANA et al., 2013; FAO, 2018).

Um dos fatores limitantes a expansao da aquicultura é o alto custo e a
insustentabilidade de alguns ingredientes como a farinha de peixe e 6leo de peixe
(SUBASINGHE et al., 2003; NAYLOR et al., 2009; ZETTL et al., 2019).

Esses ingredientes sdo considerados vitais para a producdo da aquicultura,
pois possuem excelente valor nutricional, bom perfil de amino&cidos essenciais, alta
digestibilidade e acidos graxos essenciais (NAYLOR et al., 2000; ZETTL et al., 2019).
Dessa forma, pesquisas para a incorporagéo de ingredientes alternativos para a
alimentacdo aquética vém sendo realizadas (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015;
SHAH, et al., 2018; NG et al., 2019; ZETTL et al., 2019). Neste contexto, o rejeito
de pesca é uma fonte abundante de proteina que pode torna-se um ingrediente
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alternativo na aquicultura, além de oferecer um destino economicamente viavel para
a fauna acompanhante. Assim, o processamento da fauna acompanhante se mostra
como alternativa sustentavel que podera contribuir para impactar menos o ambiente
benténico marinho.

Os custos com dieta na piscicultura excedem os 70% dos gastos totais, e para
contornar tais complicagcdes tém-se estudado métodos de obtencao de hidrolisado
proteico a partir de residuos da filetagem, como a pele, musculo, visceras e outros
subprodutos (ZAMORA-SILLERO et al., 2018; ALTINELATAMAN et al., 2019). Os
hidrolisados proteicos séo proteinas quimicamente ou enzimaticamente hidrolisadas
clivadas em peptideos de diferentes tamanhos e aminoéacidos (SILVA, 2014;
ZAMORA-SILLERO et al., 2018; ALTINELATAMAN et al., 2019). A obtencé@o de
hidrolisados pode ocorrer a partir da hidrélise 4cida com adi¢cdo de acidos orgénicos
a silagem, utilizando enzimas ou pela hidrolise por fermentacéo.

O que se procura nos hidrolisados proteicos € a por¢do que contenha maior
concentragcdo de aminoacidos variados disponivel e a fracao proteica ainda presente
(FURUYA, 2013; PEZZATO; BARROS e FURUYA, 2009; SIMAS, 2005). Os peixes
possuem exigéncias nutricionais quanto a presencga equilibrada de aminoécidos,
por isso, os hidrolisados proteicos séo vantajosos para serem utilizados na nutricéo,
por conter uma alta concentracdo de aminoacidos disponiveis (WILSON, 2002).
Atualmente, o farelo de soja é utilizado como suplemento proteico para as dietas
dos peixes em cativeiro. Este contem 18 aminoacidos dos necessarios para a
fisiologia destes animais, mas tem baixa concentracado de metionina e cistina, além
de representar quantidade total de proteinas disponiveis menor que a somatéria do
total de aminoacidos (SIMAS, 2005).

Neste contexto, a fauna acompanhante da pesca de arrasto de camardes
pode ser aproveitada como matéria prima para obtenc¢édo de hidrolisados proteicos
no intuito de fornecer uma alternativa sustentavel para a alimentagcéo de peixes.

Assim, o objetivo do presente estudo foi realizar hidrélises a partir da espécie
de peixe mais abundante da fauna acompanhante (Paralonchurus brasiliensis).
Tendo em vista o alto custo para alimentagéo dos peixes em criadouros, o presente
estudo podera mostrar evidéncias para aperfeicoar os métodos de producado de
hidrolisados proteicos (por enzima Protamex®), gerando assim uma alternativa a

dieta desses animais de baixo custo e de confecgdo no menor tempo possivel.

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta da matéria-prima

Amostras do peixe Paralonchurus brasiliensis foram fornecidas pela Dra.
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Tavani Rocha Camargo, referente ao desenvolvimento de sua tese “Bioprospec¢do
de compostos antioxidantes na fauna acompanhante da pesca demersal e uso
dessas biomoléculas como nutracéuticos na aquicultura” desenvolvido no Centro de
Aquicultura da UNESP, sob orientagédo do Prof. Dr. Wagner Cotroni Valenti.

As amostras de P. brasiliensis foram coletadas no litoral de Ubatuba-SP e
transportadas para o Centro de Aquicultura da UNESP, onde foram armazenadas
em freezer -20°C. O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Enzimologia
e Imunologia Aplicadas (LEIA) do Departamento de Tecnologia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP — Campus de Jaboticabal.

2.2 Producéo dos hidrolisados proteicos

Paralonchurus brasiliensis inteiras foram trituradas em liquidificador e
homogeneizados com agua destilada na proporgéo 1:2. Antes do processo de
hidrolise, as enzimas endo6genas contidas nas amostras foram inativadas em banho
a 80°C por 20 min. A reacéo de hidrolise foi realizada em um reator de vidro, de
parede dupla, conectado a um banho termostatizado (MARCONI), utilizando a
enzima Protamex® (N200) de Bacillus subtillis, de acordo com as condi¢des 6timas
da enzima (pH 7.0; 50 °C). A propor¢éo enzima e substrato proteico foi de 1:10 (U/g
de proteina).

O pH foi controlado com adicao de NaOH durante a reagéo e a temperatura
mantida por um Becker encamisado acoplado a um banho-maria. Foram coletadas
trés amostras (triplicata) a cada 20 minutos num periodo experimental de quatro
horas (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 minutos). A reacao
enzimatica foi interrompida por congelamento em nitrogénio liquido. Todas as
amostras serdo armazenadas em freezer -80°C para futuras analises.

2.3 Processamento e conservacao dos hidrolisados

Todas as amostras foram liofilizadas, desengorduradas pelo método
de Soxhlet (JANSEM, 2007) com Eter de petrdleo e homogeneizadas em
homogeneizador tipo Turrax® com tampéao TRIS.HCI 0,13M, pH 6,8 e centrifugadas
a 10.000g por 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram armazenados em freezer
-80°C.

2.4 Dosagem de concentracao de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método proposto por
Bradford (1976) utilizando um kit comercial da Bio-Rad®, utilizando o soroalbumina
bovina fracdo V como padrao proteico.

2.5 Avaliacao peptidica dos hidrolisados proteicos por SDS-PAGE

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS de acordo com o método de Laemmli (1970). As amostras foi
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adicionado 12 uyL de B-mercaptoetanol e 30 pL de tampao de amostra 4X concentrado
(2M TRIS.HCI, pH 6,8; 87% de glicerol; 20% de SDS e 0,002% azul de bromofenol),
aquecidas em banho-maria em ebulicdo durante 2 minutos, transferidas para um
banho de gelo e armazenadas a -80°C até serem submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida.

As amostras preparadas foram aplicadas no gel de poliacrilamida a uma
concentracdo de 6 pg de proteina total. Em todos os géis foi aplicado também
padréo de referéncia proteico da Bio-Rad Precision Plus. O gel de separagéo, com
concentragdo igual a 14%, foi preparado utilizando-se 6 mL de tamp&o de separagéo
(0,75 M TRIS; 0,21% SDS, pH 8,8), 5,58 ml de acrilamida-bis (30:0,8%), 0,42 ml de
agua deionizada, 180 uL de APS 10% e 18 pyL de TEMED. O gel de empilhamento,
com concentracao igual a 4% foi preparado com 3 mL de tampao de empilhamento
(0,13MTRIS, 0,12% SDS, 0,01% NaN3, pH 6,8), 0,5 mL de acrilamida-bis (30:0,8%),
80 pL de APS 10% e 8 pyL de TEMED.

O gel de separacao, com concentracéao igual a 18%, foi preparado utilizando-
se 6 mL de tampé&o de separagédo (0,75 M TRIS; 0,21% SDS, pH 8,8), 6 ml de
acrilamida-bis (30:0,8%), 180 yL de APS 10% e 18 pL de TEMED. O gel de
empilhamento seguiu a mesma preparacao referente ao gel de empilhamento de
14% de concentragdo de poliacrilamida.

Foi utilizado o sistema de eletroforese Mini-Protean TetraSystem (Bio-
Rad) conectado a uma fonte a qual foi aplicada uma voltagem de 120V, por
aproximadamente 120 minutos. O corante utilizado foi o Comassie Blue. Para
realizar o scanner do gel foi utilizado o aparelho Gel Doc™ (Bio-Rad) e para a
manipulacdo do gel utilizado o software Image Lab Versdo 3.0 (Bio-Rad)

A separacdo no gel ocorre pela diferenca de massa molecular entre as
cadeias proteicas (ALFENAS et al., 1991).

31 RESULTADOS

A dosagem de proteina das amostras obtidas de hidrélise (0, 20, 40, 60, 80,
100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 minutos), demonstrou a concentragédo de
1,342 mg.mL' no momento antes do inicio da hidrélise, 0,963 mg.mL" para os 20
minutos de reacao, 0,988 mg.mL" para os 40 minutos, 0,700 mg.mL" para os 60
minutos, 0,648 mg.mL" nos 80 minutos, 0,512 mg.mL" nos 100 minutos, 0,385
mg.mL" nos 120 minutos, 140 minutos quantificou-se 0,393 mg.mL" de proteinas,
0,473 mg.mL"' nos 160 minutos de reac&o, 0,408 mg.mL"' nos 180 minutos, 0,383
mg.mL" aos 200 minutos, 0,355 mg.mL"" nos 220 minutos e, por fim, 0,372 mg.mL"
ao final das 4 horas de hidrélise enzimatica, observa-se que, a partir de 120 minutos,

houveram poucas variagdes na concentragdo proteica (Figura 1).
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Figura 1. Gréafico da concentragdo de proteina (mg/mL) nos diferentes tempos de
hidrolise (0-240 minutos).

O perfil eletroforérico obtido nos géis com a concentracdo de 14% de
poliacrilamida forneceu ampla visao dos perfis proteicos em cada um dos momentos
de coleta (Figura 2A e B). Entretanto, houve bandas abaixo dos 10kDa, sendo
abaixo dos limites do marcador utilizado (Precision Plus Protein™ Standards
da marca Bio Rad®). Para fornecer melhor visualizacdo da fragdo em questéo,
foi necessario utilizacdo de gel com 18% de concentragcdo de poliacrilamida por
fornecer maior resisténcia para peptideos maiores e desta forma, pode se observar
melhor separagéo dos peptideos abaixo de 10kDa (Figura 2C D).

De forma geral é possivel identificar 10 bandas em cada /ane sendo duas
delas entre os 75 e 50kDa, duas entre 25 e 37kDa, mais duas entre 15 e 20kDa e o
restante abaixo dessa ultima marcacgéo, ultrapassando os limites inferiores a 10kDa.

Para os géis de 14% de concentragdo de acrilamida, as lanes obtidas
acompanham todas o mesmo perfil, 0 que se altera aqui € a intensidade das
bandas apresentadas e o aumento da fragcdo abaixo dos 10kDa. Ao passo em que
as bandas proximas e acima dos 37kDa do marcador molecular vao ficando mais
enfraquecidas acontece um reforco das menores fragdes (observadas melhor no
gel mais concentrado). A partir dos 120 minutos de reacdao também ocorre uma
diminuicéo da intensidade das bandas préximas aos 20kDa mostrando que acontece
uma segunda fragmentacao de peptideos iniciada nesse momento.
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Figura 2. Géis de poliacrilamida com os diferentes tempos de hidrélise. A) Gel a 14%
de concentragéo de poliacrilamida até os 160 minutos; B) Gel a 14% de concentragcdo
de poliacrilamida dos 180 minutos a 240 minutos; C) Gel a 18% de concentragéo de
poliacrilamida até os 160 minutos; D) Gel a 18% de concentra¢ado de poliacrilamida dos
180 minutos a 240 minutos. Marcador utilizado: Precision Plus Protein™ Standards da
marca Bio Rad®, range: 250-10kDa. (E).

41 DISCUSSAO

Os resultados verificados no presente estudo sugerem que a estabilizacéo das
concentracdes proteicas, observadas na metade do periodo da reacao de hidrélise,
se d& pela diminuicéo da atividade enzimatica. Isso pode ocorrer na inativagcao da
enzima devido sua meia vida durante reagédo de hidrélise ou por agéo proteolitica
do ambiente asséptico em questdo (VILLELA; BACILA e TASTALDI, 1973). Isto
pode ter ocorrido devido a hidrélise ter sido realizada com o animal inteiro, sendo
enzimas proteoliticas enddégenas podem ter contribuido para a estabilizacdo das
concentragOes proteicas. Nao foi considerado a inativagcao por alteragcées no pH
ou temperatura, uma vez que estes foram monitorados e mantidos nos parametros
ideais para a enzima utilizada.

Dessa forma, diminui-se a atividade enzimatica apds a hidrélise massiva dos
maiores peptideos, e se mantem em niveis mais baixos quebrando menores fragdes
proteicas cujo subproduto foi depositado nas frages abaixo dos 10kDa (a adi¢do de
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subprodutos a essa fragdo pode ser observada até os 240 minutos de hidrolise, mas
ainda assim representada por bandas pouco visiveis).

Sendo assim, o0 que se observa a partir dos 120 minutos de hidrélise (mais
evidenciado nos 140 minutos em diante) é o fim da hidrélise dos maiores peptideos,
convertidos em aminoacidos ou peptideos menores, estando esses ultimos, em
maiores concentracoes.

Mesmo que os menores peptideos e aminoacidos estejam presentes nessas
fragcdes, o que acontece a partir deste momento é uma reducdo de peptideos
menores que os iniciais na menor atividade enzimatica, produzindo ainda mais
aminoécidos.

Pesquisas que investigaram o efeito da adicdo de hidrolisados proteicos
nas dietas de diferentes espécies de peixes obtiveram resultados promissores
(KOTZAMANIS et al., 2007; MASUDA et al., 2013; ZHENG et al., 2013; OVISSIPOUR
etal.,2014;CAletal.,2015; KHOSRAVI et al. 2015; XU et al. 2016). Entretanto, apesar
de ser vantajosa uma ragdo para peixes com maior quantidade de aminoacidos,
espera-se que essa ra¢ao possua maior aproveitamento com propriedades de rapida
e lenta absorgdo (ROTTA, 2003). Dessa forma, € essencial obter uma fragdo da
hidrolise que contenha poucos peptideos grandes e muitos peptideos menores e
aminoacidos, fracao essa bem caracterizada apés as 2 horas de reagéo, buscando
atender o que foi elucidado por Furuya (2013); Pezzato, Barros e Furuya (2009), e
Simas (2005) no que tange a quantidade de peptideos maiores e aminoacidos livres
para a producéo de hidrolisados proteicos com alto nivel nutricional.

E também importante ressaltar que, além das altissimas concentragdes
proteicas no momento antes da hidrélise (0 minutos), pode ser que encontrem
também outras moléculas capazes de serem hidrolisadas pelo extrato enzimatico
utilizado, o que explicaria o forte Smir da lane em questéo.

Para compreender o fendbmeno observado sdo necessarias outras analises e
metodologias que poderéo ser realizadas em estudos futuros.

51 CONCLUSAO

Apo6s a andlise das fragdes da hidrélise obtidas e dos perfis de eletroforese em
diferentes concentracdes de poliacrilamida, podemos concluir que aos 140 minutos
seria o0 ponto de parada da reacdo de hidrolise enzimatica com enzima Protemax
N200® para matéria prima como a Maria-Luiza (Paralonchurus brasiliensis).

Dessa forma, o tempo para parada da reagcéo pode ser utilizado como uma
melhoria no processo de obtengéo de hidrolisados proteicos de origem de residuos
da pesca e também uma alternativa ecoldgica e sustentavel para o descarte incorreto
dessa matéria organica.
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