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RESUMO

Goncalves, André Fernando Nascimento. Hidrolisados proteicos de viscera residual de
sardinha na alimentacdo de trutas arco-iris 2019. 111 f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(CAV/UDESC), Lages, SC, 2019.

Os hidrolisados proteicos sdo produtos obtidos da acdo de enzimas proteoliticas através da
quebra das proteinas. Pode ocorrer um aumento da digestibilidade, resultando em peptideos
de diferentes tamanhos e aminoacidos livres. A escolha da protease hidrolitica depende do
custo da enzima e do resultado final desejado apds a hidrélise. As enzimas tém diferentes
especificidades para clivar as ligacdes peptidicas, alterando o perfil de peptideos e
aminoécidos, interferindo na qualidade e eficiéncia do hidrolisado obtido. O presente trabalho
¢ composto por trés estudos, com o proposito de desenvolver e caracterizar hidrolisados
proteicos de visceras de sardinha (Sardinella sp.) e sua influéncia na alimentacéo de trutas
arco-iris (Oncorhynchus mykiss). O primeiro estudo consistiu em desenvolver e caracterizar
um hidrolisado proteico de visceras de sardinha produzido com as enzimas do préprio trato
digestivo do animal. Foram testados diferentes pHs, temperaturas e tempo de hidrélise. As
caracteristicas adequadas para a producdo de hidrolisado que economizam tempo, reagente e
trabalho séo pH 8,4, incubacao de 4 horas com uma temperatura de 42 °C. O segundo estudo
objetivou caracterizar e comparar o hidrolisado produzido com enzima endogena de sardinha
com hidrolisados produzidos com as enzimas comerciais Protamex® e pepsina suina. Foi
observado que a caracterizacdo dos hidrolisados foi influenciada pelo tipo da enzima utilizada.
A quantidade de nutrientes e o perfil de aminoécidos dos trés hidrolisados indicam que eles
podem ser utilizados na aquicultura. As enzimas endogenas produziram um hidrolisado com
maiores quantidades de aminoécidos hidrofdbicos livres e peptideos de baixo peso molecular.
A enzima Protamex® produziu um hidrolisado com um perfil de peptideos mais equilibrado.
Nas condicOes produzidas, os hidrolisados inibiram o crescimento de bactérias laticas. O
terceiro estudo teve como intuito utilizar estes trés hidrolisados proteicos de visceras de
sardinha na alimentacdo de trutas arco-iris. As ferramentas de avaliacdo foram o desempenho
produtivo, a dindmica das reservas energéticas teciduais, o perfil de metabdlitos no sangue, a
atividade das vias metabolicas hepaticas e as enzimas digestivas. Foram utilizados 300 juvenis
de trutas arco-iris, divididos em 20 caixas de polietileno com capacidade para 100 L. de agua,
resultando em 15 juvenis de truta arco-iris por unidade experimental. O ensaio teve a duracdo
de 56 dias. O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco
repeticBes, sendo realizado ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%). As
dietas contendo hidrolisado produzido com enzima Protamex® e as dietas contendo
hidrolisado produzido com pepsina suina, ndo diferiram (P>0,05) da dieta controle,
proporcionando os melhores resultados de ganho de peso. A dieta controle foi a mais
consumida pelas trutas. Foi observado que o hidrolisado produzido com enzimas enddgenas
de sardinha é pouco palatavel, tendo prejudicado o crescimento dos animais. As diferencas
relacionadas as reservas energeticas, parametros sanguineos e sintese de aminoacidos, podem
ter sido influenciados pelo consumo. A enzima Protamex® e a pepsina suina produziram
hidrolisados que estimularam as proteases alcalinas totais. Foi constatado que as visceras de
sardinha hidrolisadas por enzimas comerciais ou pelas enzimas enddgenas produzem
ingredientes com caracteristicas promissoras. Porém, estudos para retirada do amargor dos
hidrolisados necessitam ser investigados.

Palavras-chave: Hidrolisado. Autdlise. Palatabilidade. Oncorhynchus mykiss. Sardinella



ABSTRACT

Gongalves, André Fernando Nascimento. Protein hydrolysates of residual sardine
viscera in rainbow trout feeding 2019. 111 s. Thesis (Doctorate in Animal Science) -
University of the State of Santa Catarina. Agroveterinary Science Center (UDESC/
CAV), Lages, SC, 2019.

Protein hydrolysates are products obtained from the action of proteolytic enzymes
through the breakdown of proteins. There may be an increase in digestibility, resulting
in peptides of different sizes and free amino acids. The choice of hydrolytic protease
depends on the cost of the enzyme and the desired end result after hydrolysis. The
enzymes have different specificities to cleave the peptide bonds, altering the profile of
peptides and amino acids, interfering in the quality and efficiency of the obtained
hydrolyzate. The present work is composed by three studies, with the purpose of
developing and characterizing protein hydrolysates of sardine viscera (Sardinella sp.)
And its influence on the feeding of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). The first
study consisted of developing and characterizing a protein hydrolyzate of sardine
viscera produced with the enzymes of the animal 's own digestive tract. Different pHs,
temperatures and hydrolysis time were tested. Suitable characteristics for hydrolyzate
production that save time, reagent and work are pH 8.4, incubation of 4 hours with a
temperature of 42°C. The second study aimed to characterize and compare the
hydrolyzate produced with endogenous sardine enzyme with hydrolysates produced
with the commercial enzymes Protamex® and porcine pepsin. It was observed that the
hydrolyzate characterization was influenced by the type of enzyme used.The amount of
nutrients and the amino acid profile of the three hydrolysates indicate that they can be
used in aquaculture. Endogenous enzymes produced a hydrolyzate with higher amounts
of free hydrophobic amino acids and low molecular weight peptides. The enzyme
Protamex® produced a hydrolyzate with a more balanced peptide profile. Under the
conditions produced, the hydrolysates inhibited the growth of lactic acid bacteria. The
third study aimed to use these three protein hydrolysates of sardine viscera in the
feeding of rainbow trout. The evaluation tools were the productive performance, the
dynamics of the tissue energy reserves, the profile of metabolites in the blood, the
activity of the hepatic metabolic pathways, and the digestive enzymes. 300 juveniles of
rainbow trout were used, divided into 20 polyethylene boxes with capacity for 100 L of
water, resulting in 15 juveniles of rainbow trout per experimental unit. The assay lasted
for 56 days. The experimental design was completely randomized with four treatments
and five replications. The analysis of variance (ANOVA) and the means were compared
using the tukey test (5%). The diets containing hydrolyzate produced with Protamex®
enzyme and the diets containing hydrolyzate produced with porcine pepsin did not
differ (P> 0.05) from the control diet, providing the best results of weight gain. The
control diet was the most consumed by trout. It was observed that the hydrolyzate
produced with endogenous sardine enzymes is poorly palatable, having a detrimental
effect on the growth of the animals. Differences related to energy reserves, blood
parameters and amino acid synthesis may have been influenced by consumption. The
enzyme Protamex and porcine pepsin produced hydrolysates

Keywords: Hydrolyzed. Autolysis. Palatability. Oncorhynchus mykiss. Sardinella
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1 INTRODUCAO

A industrializacdo e o processamento do pescado geram mais de 60% de
subprodutos para descarte (DEKKERS, 2011; OLSEN; TOPPE; KARUNASAGAR,
2014). O destino adequado e correto destes residuos € umas das principais
problematicas da cadeia de producdo (STORI et al., 2002). O desenvolvimento de
técnicas sustentaveis visando a preservacao ambiental e o aproveitamento de nutrientes
destes residuos sdo desafios mundiais (FAO, 2018). Diante disto, o hidrolisado proteico
surge como uma alternativa de recuperacdo destes nutrientes, agregando retorno
econémico (CHALAMAIAH et al., 2012).

A sardinha (Sardinella sp.) € um género distribuido amplamente ao redor do
mundo, sendo encontrado em toda extensdo do Oceano Atlantico, no oceano indico e
no Pacifico (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011). Trata-se de um dos principais pescados
capturados no mundo (FAO, 2018). A Sardinella é a base da cadeia de processamento
industrial de enlatados (SANTOS; RODRIGUES-RIBEIRO, 2000; CERGOLE; DIAS-
NETO, 2011).

O processo de hidrolise consiste em degradar as proteinas em peptideos menores,
aumentando sua digestibilidade através da utilizacdo de enzimas hidroliticas (BATISTA,
2011; BERGE; STOREBAKKEN, 1996; CHALAMAIAH et al., 2012). As proteases
sdo enzimas cuja principal funcdo bioldgica é acelerar a hidrolise (FENNEMA, 1993).
Cada tipo de enzima possui particularidades para realizagdo da clivagem das ligacGes
peptidicas (PASUPULETI; BRAUN, 2010). Apresentam certo grau de especificidade
de substrato, relacionado aos aminoacidos envolvidos na ligacdo peptidica a ser
hidrolisada, sendo que a posicdo da ligacdo na cadeia polipeptidica e o tamanho da
cadeia influenciam na atividade das proteases (NELSON; COX, 2014). Neste contexto,
o tipo de enzima utilizado na elaboracdo do hidrolisado proteico, juntamente com a
qualidade da matéria-prima, pode resultar em diversos tipos de produtos com qualidades
e eficiéncia diferentes (SEE; HOO; BABJIET, 2011).

Existem diversas enzimas proteoliticas que podem ser utilizadas para hidrolisar
as proteinas de peixe e gerar os hidrolisados, sendo algumas muito comuns, como a
Alcalase, Protamex, papaina, pepsina, tripsina, a-quimotripsina, pancreatina, entre
outras (ZAMORA-SILLERO; GHARSALLAOQUI; PRENTICE, 2018). A enzima
Protamex® (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) é amplamente utilizada para producéo
de hidrolisado de diversas espécies (AMORIM; DESCHAMPS; PESSATTI, 2016;
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DUMAY et al., 2009; ENNAAS et al., 2015; NGUYEN et al., 2011; WOSNIAK et al.,
2016). Consiste em uma mistura de proteases microbianas, produzida com enzimas de
Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens (KOUAKOU et al., 2014; LIASET
et al., 2002). A pepsina é uma das enzimas mais antigas e triviais utilizadas para a
producdo de hidrolisados proteicos (NAKAJIMA et al., 2009; NAZEER et al., 2011;
RAJARAM; NAZEER, 2010; QARA e NAJAFI, 2018; VIEIRA et al., 1995, VON
DER DECKEN et al., 1992).

A utilizacdo de proteases enddgenas de visceras é uma alternativa para reduzir
0s custos da hidrdlise enzimatica (MAIZ et al., 2018). O processo autolitico caracteriza-
se por depender apenas da agdo das enzimas digestivas do proprio peixe, através de uma
operacdo simplificada (SHAHIDI; HAN; SYNOWIECKI, 1995). Resultados positivos
sdo descritos para a utilizacdo de enzimas enddgenas na producdo de hidrolisados de
raia-lenga (Raja clavata) (PASTORIZA et al., 2003), bacalhau (Gadus morhua)
(ASPMO; HORN; EIJSINK, 2005), tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (SILVA et
al., 2014) e atum-bala (Auxis rochei) (MAIZ et al., 2018).

Os peptideos de pequeno peso molecular presentes nos hidrolisados podem
influenciar diretamente na fisiologia do animal, pois sdo fontes adequadas para a
nutricdo devido a excelente absorcdo gastrointestinal, sendo melhor utilizados pelo
organismo do que as proteinas intactas ou os aminoacidos livres (SIEMENSMA et al.,
1993; ZIEGLER et al., 1990). A hidrolise enzimatica também pode gerar peptideos
biologicamente ativos (KIM; WIJESEKARA, 2010). Podem influenciar na hematologia
(LORENZ et al., 2018), bioquimica sanguinea (BAE et al., 2019), salde e imunologia
(GISBERT et al., 2018), aproveitamento metabdlico (FABREGAT et al., 2016;
VENTURIN et al.,, 2016), morfometria intestinal (WOSNIAK et al., 2016) e
microbiologia e excregéo de enzimas intestinais (HA et al., 2019).

A truta arco-iris € um dos principais pescados produzidos no mundo
(WEBSTER; LIM, 2002). Trata-se de um animal carnivoro criado em sistema intensivo,
demandando grande quantidade de proteina animal. Desta forma, a utilizacdo do
hidrolisado como ingrediente alternativo, torna-se uma alternativa extremamente

interessante.



19

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HIDROLISADO PROTEICO

Os hidrolisados proteicos sdo produtos obtidos da acdo de agentes quimicos ou
bioquimicos, através das quais ocorre a degradacdo das proteinas com consequente
aumento da sua digestibilidade resultando em peptideos de diferentes tamanhos e
aminoacidos livres (BERGE; STOREBAKKEN, 1996). Os hidrolisados podem ser
produzidos, de modo geral, por trés métodos: a hidrélise enzimatica, a hidrdlise alcalina
e a hidrdlise acida (ADLER-NISSEN, 1986; LAHL; BRAUN, 1994).

A especificidade da enzima com o substrato, o controle do grau de hidrdlise e as
condicbes moderadas de acdo, sdo caracteristicas positivas da hidrolise enzimatica
(ZAVAREZE et al.,, 2009). O processo de hidrolise pode gerar peptideos
biologicamente ativos, que possuem efeitos fisioldgicos sobre o organismo,
contribuindo para importantes fungdes vitais (RYAN et al., 2011). Para os hidrolisados
proteicos ja foram registradas propriedades antimicrobianas, antioxidantes, agonisticas
de opioides, imunomodulatérias e prebidticas (GOOSEN et al., 2014;
KARNJANAPRATUM et al., 2016; MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2015; MORALES-
MEDINA et al., 2016; ROBERT et al., 2015).

A hidrolise é avaliada pela quantificacdo do grau de hidrélise, que é definido
como a quantidade de ligacdes peptidicas quebradas da quantidade total de ligacdes
peptidicas da proteina original (ADLER-NISSEN, 1986, BENITEZ et al., 2008 , HE et
al., 2013). O grau de hidrolise esta diretamente relacionado com a quantidade de
peptideos de baixo peso molecular (OVISSIPOUR et al., 2009). Esta relacdo é
inversamente proporcional (MAHMOUD et al.,, 1994) e também relacionada as
propriedades bioativas e funcionais dos hidrolisados (KLOMPONG et al., 2007).

O valor nutricional dos hidrolisados, além do grau de hidrdlise e do tamanho da
cadeia de peptideos, depende também da matéria-prima ou proteina de origem
(CARREIRA et al., 2003). O perfil de aminoacidos de cada matéria-prima é o que
determina a qualidade da proteina de origem, e consequentemente influenciara no
hidrolisado final (ANANTHARAMAN; FINOT, 1993). Comumente as matérias-primas
mais utilizadas sdo as derivadas do leite (caseina, lactoalbumina e proteina do soro), da
soja e a do peixe, devido principalmente ao alto valor nutricional, disponibilidade

comercial em grandes quantidades e custo moderado (NEVES, 2001).
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O hidrolisado de pescado é composto por proteinas de elevado valor bioldgico,
podendo ser utilizadas espécies ndo comerciais e residuos da industria pesqueira
(BATISTA, 2011). A composicdo geral da fracdo solivel de um hidrolisado proteico de
pescado apresenta de 85 a 90% de proteina, 2 a 4% de lipidios e 6 a 7% de cinzas na
matéria seca (HALL; AHMAD, 1992). Estas caracteristicas permitem que o hidrolisado
seja utilizado na composi¢cdo de dietas para peixes, principalmente em cultivos que
exijam ingredientes com proteinas de maior qualidade, como no caso de dietas para
peixes carnivoros (HEVROY et al., 2005) e/ou larviculturas (HERMANNDOTTIR et
al., 2009).

2.1.1 Hidrolise enzimatica

A hidroélise enzimatica utiliza enzimas proteoliticas em uma técnica que permite
recuperar o valor nutricional e funcional das proteinas presentes na matéria-prima, e ndo
leva & formacdo de compostos téxicos no hidrolisado (BATISTA, et al., 2006). A
possibilidade de selecdo de enzimas proteoliticas auxilia no controle do grau de
clivagem das proteinas do substrato. A utilizacdo adequada das propor¢des destas
enzimas com o substrato, dentro de um tempo apropriado de reacdo, permite a producédo
de hidrolisados com diferentes estruturas moleculares e diferentes propriedades
funcionais (ONODENALORE; SHAHIDI, 1996). A temperatura, tempo de hidrélise e
pH, também sdo parametros que determinam o resultado da hidrdlise (LAHL; BRAUN,
1994).

As enzimas exdgenas mais utilizadas no processo de hidrdlise sdo as proteases
como a Alcalase, papaina, pepsina, tripsina, a-quimotripsina, pancreatina, Flavourzyme,
pronase, Neutrase, Protamex, bromelina, criotina F, protease N, protease A, Orientase,
termolisina, e Validase (HSU, 2010). As enzimas proteoliticas podem ser classificadas
como endo e exopeptidases (TORRUCO-UCO et al., 2008). As endopeptidases
promovem a quebra de ligacdes peptidicas no meio das cadeias proteicas, dando origem
a peptideos com maior ou menor massa molecular, exibindo maior atividade funcional,
com poucos aminoacidos livres; e as enzimas exopeptidases catalisam a hidrélise de
ligagBes nas extremidades das cadeias polipeptidicas, produzindo muitos aminoacidos
livres responsaveis por sabores acentuados e poucos peptideos (BATISTA, 2011).

A escolha da enzima ideal para a producdo de um hidrolisado deve considerar
alguns pontos, como a caracteristicas do produto pretendido, a eficiéncia da protease,

sua disponibilidade no mercado e o seu preco comercial (BATISTA, et al., 2006). As
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enzimas microbianas em comparagdo com as de origem animal ou vegetal, apresentam
algumas vantagens, como a estabilidade de pH e temperatura, sendo que algumas
enzimas microbianas apresentam étima atividade com pH 7,0 (HERPANDI et al., 2011),
ou seja, ndo € necessario acrescentar solucdes acidas ou alcalinas durante o
processamento.

A pepsina de origem animal apresenta seu ponto 6timo de atuagdo em um pH
acido, porém este pH &cido leva a diminuicdo na recuperacao proteica e menor valor
nutricional, sendo que a hidrolise intensa pode diminuir a funcionalidade do hidrolisado
(KRISTINSSON; RASCO, 2000). A grande vantagem € a inibicdo do crescimento
microbiano e o fato da pepsina atuar em uma faixa de pH de 1 a 4, na qual a maioria das
enzimas ou proteinas sofre desnaturacdo (YAMAMOTO, 1975).

Em contrapartida, a enzima Protamex® apresenta boas potencialidades para a
producdo de hidrolisado proteico (BATISTA, 2011). Trata-se de um complexo de
proteases originarias de Bacillus. Esta enzima satisfaz as exigéncias de pureza para as
enzimas de qualidade alimentar estabelecidas pela FAO (Expert Committee on Food
Additives (JEFTA) and the Food Chemicals Codex (FCC)) e o produto de sua hidrolise
ndo possui amargor (LIASET et al., 2002; LIASET; JULSHAMN; ESPE, 2003;
KOUAKOU et al., 2014). Trata-se de uma enzima amplamente utilizado para producéo
de hidrolisado de diversas espécies, tais como o salmdo do Atlantico (Salmo salar)
(LIASET; JULSHAMN; ESPE, 2003); sardinha europeia (Sardina pilchardus)
(DUMAY et al., 2009); atum-amarelo (Thunnus albacares) (NGUYEN et al., 2011);
cavala do Atlantico (Scomber scombrus) (ENNAAS et al., 2015); corvina
(Micropogonias furnieri) (AMORIM; DESCHAMPS; PESSATTI, 2016); sardinha
(Sardinella sp.) (WOSNIAK et al., 2016); entre outros.

A comparacdo entre a utilizacdo da enzima Protamex® (GH 3,36%) e pepsina
(GH 3,29%) para hidrolisar o peixe Kilka (Clupeonella cultriventris caspi) foi realizada
(QARA e NAJAFI, 2018). Os autores relataram que o peso molecular de hidrolisados
de peixe produzido com enzima pepsina foi superior ao de hidrolisado produzido com
Protamex®, que se encontravam com peso abaixo de 30 kDa. As diferencas foram
relatadas mesmo com a utilizacdo da mesma matéria-prima e com GHs semelhantes,
demonstrando que estas variagOes estdo relacionadas a escolha da enzima hidrolitica
(ALEMAN et al., 2011).
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2.1.2 Hidrodlise endogena

Para a producdo dos hidrolisados, além da utilizacdo de enzimas exdgenas,
também podem ser utilizadas enzimas enddgenas, como proteases previamente
existentes no pescado (CHALAMAIAH et al., 2012). Os produtos obtidos com as
proteases endogenas sdo os autolisados enzimaticos ou ensilados, sendo que neste caso
o controle da hidrolise das proteinas é dificil, ndo garantindo um padrdo de qualidade
uniforme (BATISTA, 2011). Entretanto, ha pesquisas com autolise demonstrando
resultados positivos. Silva et al. (2014) produziram hidrolisados de residuo de carcaca
com as enzimas endogenas do trato digestério de tilapias-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) e compararam com a enzima comercial Alcalase®. Os resultados da
composicdo dos hidrolisados foram semelhantes e os autores concluiram que o
hidrolisado de tilapia produzido com enzimas enddgenas e o hidrolisado produzido com
Alcalase, possuem potencial para utilizacdo na producao aquicola.

A autdlise também foi avaliada na producdo do hidrolisado de visceras de
bacalhau (Gadus morhua) (ASPMO; HORN; EIJSINK, 2005). Os autores fizeram uma
autolise das visceras com as enzimas digestivas do trato digestorio dos animais e
posteriormente acrescentaram enzimas comerciais. A enzima endogena foi suficiente
para obter um rendimento de 75% de matéria seca solivel. A adicdo das enzimas
comerciais resultou em um incremento de 20% no rendimento, resultando em 95% de
matéria seca sollvel. Isto demonstra que o rendimento extra obtido pela adicdo de
proteases comerciais € limitado, podendo ndo ser economicamente viavel dependendo
do valor investido na compra de enzimas. Resultados positivos também foram
encontrados para autdlises de residuo de raia-lenga (Raja clavata) (PASTORIZA et al.,
2003). A enzima endogena foi comparada com a papaina e a pepsina e resultaram em
uma hidrdlise mais eficiente, apds 120 minutos. De acordo com 0s autores, as enzimas
enddgenas da raia-lenga, podem substituir as enzimas comerciais devido as suas
propriedades positivas.

Producdo de hidrolisado proteico de pescado com enzimas enddgenas extraidas
do trato digestdrio dos animas e purificadas para a utilizacdo posterior também foram
pesquisadas. A tripsina isolada de sardinha (Sardinella aurita), a tripsina isolada de
smooth hound (Mustelus mustelus) e a tripsina de cuttlefish (Sepia officinalis) foram
utilizadas eficientemente para produzir hidrolisados de visceras de sardinha e avaliar a
atividade antioxidante (BARKIA et al., 2010). A pepsina do trato digestério de truta

arco-iris também foi extraida e purificada para a producdo de hidrolisados proteicos
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(WALD et al., 2016). Foram encontrados efeitos antibacterianos desse hidrolisado
contra contaminantes alimentares e patdgenos presentes na piscicultura.

O hidrolisado de visceras de atum-bala (Auxis rochei) utilizando suas enzimas
enddgenas foi produzido por autolise. Esta metodologia foi chamada pelos autores de
processo de baixo custo (MAIZ et al., 2018). Avaliaram-se as propriedades funcionais e
bioativas dos hidrolisados produzidos em diferentes graus de hidrélise (DH 3%, 6% e
9%). Os hidrolisados enziméticos enddgenos (EH) foram comparados com hidrolisados
produzidos com uma enzima comercial chamada subtilisina. O resultado final foi a
producdo de hidrolisados bioativos com capacidades inibidoras da enzima conversora de
angiotensina (ECA). A ECA provoca o relaxamento dos vasos sanguineos, reduzindo a
pressdo arterial. O hidrolisado de enzima enddgena foi muito semelhante ao hidrolisado
de suntilisina nas caracteristicas solubilidade, emulsificacdo, analise antioxidante,
reducdo de metais e atividade de eliminacdo de radicais livres. Experimento semelhante
foi realizado com hidrolisados de cabecas e visceras de sardinha (Sardinella aurita)
(BOUGATEF ET AL., 2008). Entretanto para a realizagdo da hidrolise foi utilizado
extrato enzimatico bruto de outra espécie de sardinha (Sardina pilchardus) previamente
extraido. Os autores concluiram que este hidrolisado possui atividade inibitéria da ECA.

A utilizacdo de enzimas endogenas de tilapia para produzir hidrolisados com
capacidade microbiolégica também foi estudada (DERAZ et al., 2011). O hidrolisado
funcionou como meio de cultura para crescimento de bactérias laticas (Lactobacillus
sake Lb 706). A temperatura ambiente, pHs de hidrolise abaixo de 6,2 e tempos de
hidrolise variando de 8 a 20 horas sdo indicados pelos autores. O hidrolisado foi
equivalente aos meios de cultura comerciais para bactérias laticas.

O hidrolisado de pescada do pacifico (Merluccius productus) também foi
investigado e produzido por autdlise (SAMARANAYAKA,; LI-CHAN, 2008). A
diferenca para com os outros trabalhos é de que a aut6lise ocorrida foi devido ao
parasita Myxosporea, Kudoa paniformis, naturalmente presente nestes animais. A
presenca deste micro-organismo parasita faz com que seja inviavel o processamento e
armazenamento deste peixe para consumo humano devido a autdlise natural da
musculatura apos o abate. Os resultados encontrados demonstram que é possivel a
utilizacdo desta espécie, sem valor comercial, para a producéo de hidrolisados proteicos.
Este trabalho, assim como os anteriormente revisados envolvendo autolise, possui a
caracteristica de ndo terem sido testados na alimentagdo dos animais, possuindo apenas

resultados laboratoriais. Existe, portanto, a demanda que sejam testados “in vivo”.
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2.2 HIDROLISADOS NA ALIMENTAQAO DE SALMONIDEOS

Visando ampliar o numero de trabalhos relevantes na literatura envolvendo a
utilizacdo de hidrolisado proteico e producdo de trutas arco-iris, esta capitulo incluiu
também a utilizacdo de hidrolisados proteicos na alimentacdo de outros salmonideos.
Neste contexto, uma caracteristica relevante e necessaria é o nivel de inclusdo nas dietas.
A substituicdo da farinha de peixe por hidrolisado proteico de pescado em salmonideos,
geralmente, demonstra um efeito benéfico quando utilizado baixos niveis de
incorporacdo e resulta em uma piora do desempenho animal com inclusdes elevadas
(HEVROY et al., 2005; REFSTIE et al., 2004). Resultado semelhante foi encontrado
para silagem de peixe, sendo indicado o nivel de até 15% de inclusdo para salmé&o do
atlantico (Salmo salar) (ESPE et al., 1999).

Hevroy et al. (2005) analisaram em dietas para salmdo do atlantico niveis de
inclusdo de até 30% de hidrolisado proteico de pescado, utilizando a enzima Alcalase®
para realizagdo da hidrolise. Todas as dietas eram isoenergéticas e possuiam a mesma
quantidade de aminoacidos. Os autores constataram que animais que consumiram dietas
com niveis entre 18 e 24% apresentaram melhores ganhos de peso em comparagéo a
animais que consumiram niveis maiores de inclusdo de hidrolisado na dieta, entretanto a
retencdo de proteinas foi inferior. Sendo assim, a atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina amino transferasse (ALT) nos tecidos de
transaminacdo, ndo foram alteradas, demonstrando que ndo ocorreram diferencas no
metabolismo proteico de nenhum tratamento. O hidrolisado proteico ndo prejudicou a
salde dos animais em nenhum nivel de incluséo testado.

Em estudo semelhante, foi testado niveis de inclusdo de até 36% de hidrolisado
proteico na dieta de salm@es do atlantico (REFSTIE et al., 2004). Constatou-se que 0
nivel de inclusdo de 10 e 15% foi o de melhor desenvolvimento para os animais. A
disponibilidade de aminoacidos foi maior em todas as dietas contendo hidrolisado
proteico de pescado em comparacdo com a dieta controle, que possuia ingredientes
tradicionais. Esta informacdo demonstra que animais que consumiram dietas com
hidrolisado proteico utilizaram a proteina da dieta mais eficientemente para o
crescimento.

Os subprodutos do atum foram hidrolisados e fornecidos na dieta para truta arco-
iris (BAE et al., 2019). Foi utilizada uma dieta basal com 50% de farinha de peixe como

controle. Quatro outras dietas substituiram 12,5%, 25%, 37,5% e 50% de farinha de
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peixe por hidrolisado. Os animais foram alimentados com 3% a 4% do peso corporal
duas vezes ao dia. Ao final de sete semanas de alimentacdo, o ganho de peso, a taxa de
crescimento especifico, a eficiéncia alimentar e a taxa de eficiéncia proteica de peixes
alimentados com dieta controle foram significativamente maiores do que em dietas que
consumiram 50% de hidrolisado como substituicdo. Mas ndo houve diferencas entre o
controle e as demais dietas. Além disso, ndo houve diferengas significativas nos niveis
de lisozima, superoxido dismutase, glicose e proteina total em todas as dietas
experimentais. Estes resultados indicaram que a faixa Otima de substituicdo de farinha
de peixe por hidrolisado de atum é maior do que 29,7% e menor do que 37,5%.

Aksnes et al. (2006a) estudaram seis dietas diferentes para truta arco-iris
contendo niveis e fracfes diferentes de hidrolisado proteico de pescado. Como grupos
controles para comparagdo, foram formuladas uma dieta rica em fontes proteica de
origem vegetal e uma dieta rica em farinha de peixe. Os melhores resultados de
desempenho foram com 0s animais que consumiram a dieta contendo farinha de peixe e
o pior resultado foi com a dieta que continha apenas proteinas de origem vegetal. Os
autores concluiram que a remocdo de compostos de baixo peso molecular do
hidrolisado de peixe, reduz o crescimento e a eficiéncia alimentar. Eles ainda afirmam
que alguns destes compostos podem ser essenciais para 0 desempenho biolégico, ja que
0 metabolismo proteico e energético dos animais pode estar sendo alterado.

A influéncia da alimentacdo de trutas arco-iris com hidrolisado foi avaliada no
metabolismo da taurina e da anserina (AKSNES et al., 2006b). As dietas continham
niveis e fragdes diferentes de hidrolisado proteico, em comparacdo com dietas controle
contendo farinha de peixe e proteina de origem vegetal. O nivel de inclusdo e a fonte
das proteinas ndo influenciaram nos resultados. Os autores sugeriram que a taurina e a
anserina sdo reguladas de forma homeostatica e ndo sdo afetadas pela alimentacéo.

Em outro experimento envolvendo o metabolismo dos aminoécidos, Aguirre et
al. (1995) observaram que a excre¢do de nitrogénio da truta arco-iris alimentadas com
uma dieta a base de hidrolisado de proteina de peixe foi maior do que em peixes
alimentados com uma dieta a base de farinha de peixe. Isto foi atribuido a uma absorcéo
e digestdo mais rapida, e um consequente aumento do catabolismo dos aminoacidos em
excesso presentes no plasma. Estes autores sugeriram que um aumento de hidrolisado
de proteina de peixe nas dietas pode reduzir retencdo de nitrogénio. Entretanto, o
hidrolisado utilizado neste trabalho foi utilizado para substituir 100% da farinha de

peixe, ocasionando em um nivel alto de inclusdo. A elevada inclusdo de hidrolisado
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pode ser prejudicial para salmonideos (HEVROY et al., 2005; REFSTIE et al., 2004),
como demonstrado no inicio deste capitulo.

Através dos presentes trabalhos demonstrados até aqui, percebe-se a caréncia
sobre informacgdes mais especificas sobre a utilizacdo de hidrolisados proteicos em
alimentacdo de trutas arco-iris. Além da importancia mundial desta espécie, é preciso
determinar como o tipo de enzima utilizada interfere nas propriedades funcionais do
hidrolisado (SLIZYTE et al., 2009). Desta forma o objetivo geral sera avaliar o efeito da
enzima na producéo e caracterizacdo de hidrolisados proteicos de viscera industrial de
sardinha e sua influéncia no desempenho, fisiologia e eficiéncia metabolica de trutas

arco-iris.
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3 CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DO PROCESSO AUTOLITICO DE
VISCERAS INDUSTRIAIS DE SARDINHA (Sardinella sp.)

RESUMO

O processo autolitico tem sido pouco estudado e explorado para a producdo de
subprodutos. Desta forma, este trabalho tem como objetivo caracterizar a utilizacdo de
enzimas endogenas para a producao de hidrolisados de visceras industriais de sardinha
(Sardinella sp.). Visceras oriundas de industria pesqueira foram coletadas da linha de
producdo e imediatamente transportadas e congeladas a -25° C, até 0 momento do uso.
O descongelamento foi em geladeira, mantida durante 12 horas. Foram realizadas testes
em triplicata para a determinacdo dos efeitos do pH (2 a 10,5), tempo (0; 0,25; 0,5; 1;
1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 12; 24 e 36 horas) e temperatura (4, 23, 30, 36 42, 48, 54, 60 e 66° C)
sobre a atividade de hidrolise. Decorrido o tempo de hidrolise, as enzimas foram
inativadas a 90°C por 10 minutos. A fracdo soltvel foi coletada e utilizada para a
determinacdo do grau de hidrolise (GH) pelo método ortoftaldialdeido (OPA). Foi
verificada a normalidade e homocedasticidade e realizado a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Duncan (5%). Pode-se concluir que as
enzimas endodgenas sdo adequadas para a producdo de hidrolisados de visceras de
sardinha, desde que em condi¢Ges monitoradas e se conheca as condi¢des da matéria-
prima. Entre as caracteristicas testadas para a producdo de hidrolisado, os melhores
resultados foram encontrados com uma incubacédo de 4 horas, utilizando pH 8,4 e a
temperatura de 42 °C.

Palavras-chave: Enzimas endogenas; Hidrolisado proteico; Autolise; Sardinella
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3.1 INTRODUCAO

A induUstria de processamento de pescado produz uma grande quantidade de
residuos, que muitas vezes ndo possuem um adequado destino para seu descarte (STORI
et al., 2002), tornando-se um problema para a cadeia de producdo. A sardinha
(Sardinella sp.) € capturada, geralmente, para uso na industria de enlatamento
(CERGOLE; DIAS-NETO, 2011) e sua industrializacdo gera em média 47,8% de
residuos, para eviscerados ou espalmados (PESSATTI, 2001). Neste contexto, o
hidrolisado proteico de pescado pode ser uma possibilidade econdmica para estes
descartes e residuos (CHABEAUD et al., 2009).

A hidrolise enzimatica utiliza enzimas proteoliticas em uma técnica que permite
recuperar e até aumentar o valor nutricional e funcional das proteinas presentes na
matéria-prima (BATISTA, et al., 2006). A possibilidade de selecdo de enzimas
proteoliticas auxilia no controle do grau de clivagem das proteinas do substrato
(ONODENALORE; SHAHIDI, 1996). A temperatura, tempo de hidrélise e pH, também
sdo pardmetros que determinam o resultado da hidrdlise (LAHL; BRAUN, 1994).

Diversas enzimas proteoliticas podem ser usadas para hidrolisar as proteinas de
peixes e gerar os hidrolisados, sendo algumas muito comuns, como a Protamex®,
pepsina, alcalase, papaina, tripsina, o-quimotripsina, pancreatina, entre outras
(CHALAMAIAH et al., 2012). A producdo de hidrolisados de proteinas de peixe
também pode ser realizada utilizando um processo autolitico, dependendo apenas da
acdo das enzimas digestivas do prdprio peixe, sem custos com enzimas comerciais
(SHAHIDI; HAN; SYNOWIECKI, 1995). Enzimas endogenas ja foram investigadas
para a producdo de hidrolisados de raia-lenga (Raja clavata) (PASTORIZA et al., 2003),
bacalhau (Gadus morhua) (ASPMO; HORN; EIJSINK, 2005) atum-bala (Auxis rochei)
(MAIZ et al., 2018) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (SILVA et al., 2014). O
hidrolisado produzido com enzimas endogenas de tilapia do Nilo possui caracteristicas
que permitem a sua utilizacdo como ingrediente em dietas para peixes (SILVA et al.,
2014).

As visceras industriais de Sardinella sp. foram relatadas como étima matéria-
prima na producdo de hidrolisados para aplicagdo na aquicultura (WOSNIAK et al.,
2016). As enzimas digestivas extraidas de Sardinella aurita, sdo eficientes para produzir
hidrolisados com atividade atioxidante (BARKIA et al., 2010) e o extrato enzimatico
bruto de sardinha (Sardina pilchardus) hidrolisando residuos de Sardinella aurita,

produziu hidrolisados bioativos com capacidades inibidoras da enzima conversora de
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angiotensina (ECA) (BOUGATEF et al., 2008). Desta forma, as visceras industriais de
Sardinella e suas enzimas endogenas possuem potencial para desenvolvimento e
exploracdo cientifica. O uso de enzimas enddgenas de visceras, sem prévia etapa de
purificacdo da enzima, € um método direto e de baixo custo para a producdo de
hidrolisados proteicos (MAIZ et al., 2018). No entanto, ha poucos trabalhos utilizando a
autolise para a producéo de hidrolisados de visceras.

Este trabalho tem como objetivo caracterizar o processo autolitico de visceras

industriais da sardinha (Sardinella sp) visando a producéo de hidrolisados proteicos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencéo e caracterizacdo das visceras de sardinha

As visceras de sardinha ja retiradas por succdo diretamente da linha de producéo
industrial, foram provenientes e gentilmente cedidas pela GDC Alimentos S.A.,
indUstria de processamento de pescado localizada em Itajai, Santa Catarina, Brasil.
Todo material coletado na industria foi armazenado em sacos plasticos assépticos com
as respectivas identificacdes e transportados dentro de caixas isotérmicas contendo gelo
até o Laboratorio de Bioquimica e Bromatologia. Para a producdo do hidrolisado
utilizando as enzimas enddgenas foi necessério que o residuo industrial de visceras de
sardinha fosse coletado de forma rapida para deslocamento até o laboratério. O material
coletado foi separado em aliquotas e congelado a -25° C.

A composicao quimica do residuo possuia aproximadamente 45,3% de umidade,
25,72% de proteina bruta, 62,16% de extrato etéreo e 4,27% de matéria mineral. As
analises de composicdo dos residuos foram realizadas de acordo com Horwitz (2000):
proteina bruta (PB%, método de Kjeldhal), extrato etéreo (EE%, método de Soxhlet),
cinzas (MM%, incineragdo em mufla a 550-600°C). O teor de Umidade foi determinado

por radiacdo infravermelha.

3.2.2 Preparacao das amostras

O descongelamento era realizado apenas no momento do uso, de forma gradual
em geladeira ate a temperatura entre 0 e 1°C. O material foi pré-triturado em
processador de facas em estado semi-congelado por 30 segundos e triturado com Tissue
Tearor em velocidade 4 por 30 segundos. ApOs este processamento, 0 material era

imediatamente incubado para a realizacdo dos respectivos testes.
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3.2.3 Efeito do pH

Como o residuo era composto de tratos digestivos integros de sardinhas havia
probabilidade da hidrdlise ter contribui¢fes das enzimas enddgenas acidas provenientes
principalmente do estomago. Também havia a possibilidade de grandes quantidades de
enzimas alcalinas oriundas dos cecos piléricos e intestinos dos animais. Foram
produzidos tampdes citrato-fosfato 0,5M com pHs entre 2 e 9 e carbonato-bicarbonato
0,5M entre pH 9,5 e pH 10,5. Na unidade de pH em que se encontrou a maior atividade,
foi procedida a repeticdo do ensaio com intervalos de 0,2 unidades de pH.

Foram incubados 5ml de visceras (previamente pesadas) com 3ml de tampéo,
em triplicata, e mantidos a 55°C por 90 minutos.

Apds o tempo de reacdo de hidrdlise a temperatura do homogeneizado foi
elevada a 90°C por 10 minutos para a inativacao das enzimas. Foram realizado aliquotas
em triplicata, sem passar pelo processo de hidrolise, para ser considerado um valor
inicial e também para produzir tubos controle dos testes (branco). Os homogeneizados
foram filtrados em peneira comum (malha de 1 mm) com a finalidade de separar restos
inorganicos como espinhas e escamas da solucdo. Os tubos de ensaio foram
centrifugados a 7200 RCF por 10 minutos. A fracdo soltvel foi utilizada para a
realizacdo da determinacéo do grau de hidrolise (GH).

Apds averiguacao dos resultados, foi constatado que o melhor pH testatdo nas
aliquotas estava no intervalo de pH entre 8 e 9. Para melhorar a precisao, utilizou-se a

mesma metodologia ja citada. Porem foi realizado os testes em pH 8,2; 8,4; 8,6 e 8,8.

3.2.4 Efeito da temperatura

Para os testes de temperatura, as aliquotas foram homogeneizadas em tampao
citrato-fosfato 0,5M pH 8,4 e incubadas por 90 minutos em nove temperaturas
diferentes: 4, 23, 30, 36 42, 48, 54, 60 e 66 °C. Assim como mencionado na
metodologia anterior, também foi realizado uma aliquota inicial e tobos controle (zero).
Os demais procedimentos (inativacdo das enzimas, centrifugacdo) seguiram o protocolo

descrito para os testes de pH.

3.2.5 Efeito do tempo
A determinagdo do efeito do tempo de hidrolise utilizou aliquotas de 5ml de

visceras (previamente pesadas) com 3ml de tampéo citrato-fosfato 0,5M pH 8,4 foram
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incubadas a 55° C por 0; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 12; 24 e 36 horas de incubacdo.
Os demais procedimentos (inativacdo das enzimas, centrifugacdo) seguiram o protocolo
descrito para os testes de pH.

3.2.6 Grau de hidrolise

A determinagdo do grau de hidrdlise (GH) foi uma adaptacdo do método de
Nielsen et al. (2001), explorando-se a reatividade do “o-phthaldialdehyde” (OPA) com
amino-grupos. As analises foram realizadas em microplacas de fundo transparente, pela
adicdo de 40 pl de amostra e 260 pl do reagente OPA. As leituras de absorbancia foram
realizadas em 340 nm em leitora de microplacas modelo Genius, marca Tecan, e 0
resultado expresso como GH (%), através da equacao:

GH (%) = [(Serina-NH2 — B) / a meqv / g proteina] / htot * 100

Os valores de a, B e htot utilizados foram os determinados previamente por

Adler-Nissen (1986) para pescado: 1,00; 0,40 e 8,6, respectivamente.

3.2.7 Anélise estatistica
Foi verificada a normalidade e homocedasticidade e posteriormente foi realizada
a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Duncan (5%)

através do programa estatistico SAS versdo 9.0.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeito do pH

A alcalinidade do meio influenciou na hidrolise. Primeiramente foi observado
maiores valores de GH na faixa de pH entre 8 e 9 (Figura 1). O segundo ensaio
confirmou que as enzimas endogenas predominantes sao alcalases com intervalo de pH
entre 8,4 e 8,6 (Figura 2). O pH 8,4 foi considerado o mais eficiente entre os valores

testados.
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Inicial 2 2,5 3 4 5 6 7 8 9 9,5 10 105
pH

Figura 1 Avaliacéo da hidrolise enddgena de visceras de sardinha em diferentes pHs.
Os valores plotados representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes denotam diferenca entre si
pelo teste de Duncan (P<0,05). GH = Grau de hidrolise.
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Figura 2 Avaliacédo da hidrolise enddgena de visceras de sardinha em pHs alcalinos.
Os valores plotados representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes denotam diferenca entre si
pelo teste de Duncan (P<0,05). GH = Grau de hidrolise.

3.3.2 Efeito da temperatura

O maior valor de GH encontrado foi com a temperatura de 42° C (Figura 3).
Entretanto, ndo foi observado diferenca no GH de hidrolisados produzidos a 42, 48, 54 e
60° C. Temperaturas até 36° C e de 66° C resultaram em menor eficiéncia da hidrolise.
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Figura 3 Avaliagdo da hidrolise enddégena de visceras de sardinha em diferentes temperaturas.
Os valores plotados representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes denotam diferenca entre si
pelo teste de Duncan (P<0,05). GH = Grau de hidrolise.

3.3.3 Efeito do tempo

O GH aumentou com o passar do tempo (Figura 4). O valor maximo de hidrolise
foi encontrado em 36 horas. Porem, a partir de quatro horas de hidrolise ndo foi
encontrado diferenca (P>0,5) entre os tempos.

BCD
cpe CDE CDE

0 0,25 0,5 1 15 2 3 4 5 6 12 24 36
Horas

Figura 4 Avaliacéo da hidrolise enddgena de visceras de sardinha em diferentes tempos.
Os valores plotados representam médias + desvio padrdo. Letras diferentes denotam diferenca entre si
pelo teste de Duncan (P<0,05). GH = Grau de hidrolise.



34

3.4 DISCUSSAO

As enzimas endogenas do trato digestivo da sardinha foram eficientes para
produzir hidrolisados de médio GH. Os valores de GHs encontrados sdo semelhantes a
de hidrolisados de residuo de sardinha utilizados na alimentacdo de peixes (WOSNIAK
et al., 2016; HA et al,. 2019). A hidrolise melhorou com a alcalinizacdo do meio,
provavelmente devido as enzimas oriundas do limen intestinal. O residuo industrial era
constituido pelo trato digestorio completo dos animais. A sardinha é um onivoro de
pequeno porte (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011) com o sistema digestério composto
principalmente pelo esdfago, estdmago, intestino, cecos piléricos e figado (SMICHI et
al., 2010). A maior parte da digestdo destes peixes ocorre no intestino (STECH;
CARNEIRO; PIZAURO-JUNIOR, 2009) com a utilizacdo de proteases alcalinas
(BAKKE; GLOVER; KROGDAHL, 2010). O trato digestivo de peixes geralmente
possui alta concentracdo de tripsina e quimotripsina (KLOMKLAO et al., 2007). As
enzimas possuem particularidades para a realizacdo de quebra das ligacdes peptidicas
(SUN et al., 2016), apresentando certo grau de especificidade pelo substrato (NELSON;
COX, 2014). As enzimas alcalinas tiveram uma maior amplitude de atuacdo do que as
enzimas acidas. Isto pode estar relacionado as aptides de cada tipo de enzima. As
proteases gastricas geralmente estdo relacionadas a uma degradacéo inicial, enquanto as
quebras menores ocorrem no intestino (BALDISSEROTTO, 2013). A producdo de
hidrolisados com enzimas endogenas de raia-lenga (Raja clavata) (PASTORIZA et al.,
2003) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (SILVA et al., 2014), também foram
eficientes em pHs alcalinos. As enzimas intestinais costumam ser ativas e estaveis em
um intervalo de pH de 7,5 a 10,0 (DE VECCHI E COPPES, 1996; SIMPSON, 2000).
Esta caracteristica foi observada no presente estudo, em que pHs inferiores a 8 e
superiores a 9 diminuiram a eficiéncia enzimatica. O pH entre 8,0 e 9,0 tem sido
relatado para atividades de proteases alcalinas de algumas espécies de sardinha, como a
sardinha de Monterey (Sardinops sagax caerulea) (CASTILLO-YANEZ et al., 2005 ),
sardinhas europeias (Sardina pilchardus) (BOUGATEF et al., 2007) e sardinela-
lombuda (Sardinella aurita) (KHALED et al., 2011).

Assim como aconteceu com o pH, as enzimas necessitam de um intervalo 6timo
de temperatura para melhor eficiéncia. No presente estudo, o0 melhor intervalo testado
foi de 42-60° C. Estes resultados coincidem com o intervalo ideal de atividades de
enzimas alcalinas de variadas espécies de sardinha, tais como Sardinops melanostictus
(60° C) (KISHIMURA et al., 2006), Sardina pilchardus (60° C) (BOUGATEF et al.,
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2007) e Sardinella aurita (50-55° C) (KHALED et al., 2011). Estas temperaturas 6timas
de eficiéncia das proteases alcalinas da sardinha sdo superiores as temperaturas de seu
habitat natural. Isto demonstra que a temperatura do habitat dos animais ndo esta
relacionada com a termoresisténcia ou temperatura 6tima de ativacdo das proteases. O
intervalo de temperatura ideal das proteases alcalinas encontradas no presente estudo
coincide com a de bacalhau (Gadus macrocephalus), um peixe de &gua fria (40-45° C)
(FUCHISE et al., 2009). Também é semelhante a do peixe tropical tambaqui
(Colossoma macropomum) (60 e 55° C) (BEZERRA et al.,, 2001 ). N&o existem
explicagbes concretas conhecidas que possam elucidar este fenémeno. As necessidades
de adaptacGes e selecdo natural dos organismos aquaticos, devido as mudancas
climéaticas que ocorreram durante sua evolucdo, pode ser uma possivel explicacdo
(FREITAS-JUNIOR et al., 2012). As enzimas eram estaveis em temperaturas abaixo de
40°C e foram perdendo a eficiéncia em temperaturas superiores a 60°C. Esta
caracteristicas também se assemelham a Sardina pilchardus (BOUGATEF et al., 2007)
e Sardinella aurita (KHALED et al., 2011). Os testes de temperaturas para produzir
hidrolisados com enzimas enddgenas de raia-lenga (Raja clavata) também resultou em
uma melhor eficiencia com temperaturas proximas ao intervalo demonstrado nesse
estudo (em torno de 49°C) (PASTORIZA et al., 2003). As proteases alcalinas
demonstram ser termoestaveis, podendo ser interessante seu uso industrial. Percebe-se
que as proteases alcalinas de organismos aquaticos sdo ativas em condi¢fes adversas
(KLOMKLAQO et al., 2005).

O GH aumentou com o passar do tempo, até 4 horas. Ocorreu uma fase inicial
rapida, seguida por uma diminuicdo na taxa de hidr6lise com uma tendéncia para o
estado estacionario. Este é um comportamento que ja foi demontrado para diversos
substratos (HOYLE e MERRIT, 1994), como na utilizacdo de enzimas comerciais para
hidrolisar salméo do Atlantico (Salmo salar) (KRISTINSSON e RASCO, 2000), atum
albacora (Thunnus albacares) (NGUYEN et al., 2011 ), beijupird (Rachycentron
canadum) (FONSECA et al., 2016), corvina (Micropogonias furnieri) (AMORIM;
DESCHAMPS e PESSATTI, 2016) e em autolisados de raia-lenga (Raja clavata)
(PASTORIZA et al., 2003), bacalhau (Gadus morhua) (ASPMO; HORN e EIJSINK,
2005) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (SILVA et al., 2014). Em relacdo aos
tempos testados neste estudo pode-se perceber que a hidrolise acima de 4 horas pode
ndo ser necessaria, tendo em vista que ndo aumentou significativamente o GH. No

entanto, é possivel que o perfil de peptideos em tempos maiores de hidrélise sejam
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diferentes, o que nao foi determinado neste trabalho. Esses tempos maiores de hidrolise
apenas se justificariam se forem encontradas diferencgas no perfil e atividades bioldgicas
especificas (AMORIM; DESCHAMPS e PESSATTI, 2016).

Todos os ensaios de atividade neste estudo foram realizados em condigdes
cuidadosamente monitoradas, visando gerar repetibilidade. Entretanto as diferencas
entre lotes de matéria-prima podem influenciar diretamente nestes dados. Como
observado, os dados de GH da matéria-prima antes do processamento ja demonstram
uma certa porcentagem de hidrolise e que variam, mesmo dentro de um mesmo estudo
(AMORIM; DESCHAMPS; PESSATTI, 2016). Mesmo em temperaturas baixas foi
observado que as enzimas enddgenas podem atuar. Esta caracteristica se torna ainda
mais relevante para um residuo industrial. Durante a evisceracao e suc¢do das visceras,
ocorrem rompimento de tecidos que com a temperatura ambiente desencadeiam o
processo de hidrolise. Estas caracteristicas sdo as responsaveis pela variacdo de GHs de
hidrolisados de visceras de sardinha produzidas por hidrélise endégena, bem como

também contribuem para a variabilidade de GHs de estudos com enzimas comerciais.

3.5 CONCLUSAO

As enzimas enddgenas podem ser utilizadas na producéo de hidrolisados de
visceras de sardinha, desde que em condi¢Ges monitoradas. Podem ocorrer diferencas
importantes entre lotes de matéria-prima, podendo gerar alteracfes na repetibilidade dos
resultados.

Entre as caracteristicas testadas neste estudo, os melhores parametros para a
producdo de hidrolisado com as enzimas enddgenas de sardinha que economizam tempo,

reagente e trabalho séo: pH 8,4, temperatura de 42 °C e tempo de 4 horas.
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4 CAPITULO 3 - DIFERENTES PROTEASES INFLUENCIAM NA
CARACTERIZACAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS DE VISCERAS
INDUSTRIAIS DE SARDINHA (Sardinella sp.)

RESUMO

A protease utilizada na elaboracdo do hidrolisado proteico, juntamente com a natureza
da matéria-prima, determinam as caracteristicas do processo e dos produtos gerados.
Foram investigados os efeitos de trés tratamentos diferentes na producéo de hidrolisados
proteicos de visceras de sardinha: Protamex®, Pepsina suina e Enzimas Enddgenas.
Visceras oriundas de industrias pesqueiras foram imediatamente coletadas,
transportadas e utilizadas para a producdo dos hidrolisados. Apds processamento,
hidrolise e incubacdo com a enzima correspondente, as enzimas eram inativadas. Os
hidrolisados foram descritos e caracterizados quanto ao grau de hidrolise, faixa de peso
molecular dos peptideos, composicdo quimica, perfil de aminoacidos e desenvolvimento
microbioldgico de bactérias laticas. Os niveis proteicos dos hidrolisados chegaram ao
valor maximo de 36,65% e valor minimo de 31,02%. O hidrolisado produzido com
pepsina resultou em um hidrolisado com a maior quantidade de lipideo, enquanto o
menor valor foi observado no hidrolisado produzido com enzimas endogenas. O GH do
hidrolisado Protamex foi observado com o maior valor (19,9%). N&o ocorreram grandes
diferencas entre os perfis dos aminoacidos dos hidrolisados. Ocorreram diferencas entre
os tamanhos de peptideos nas diferentes fragdes. O hidrolisado produzido com enzimas
enddgenas possui maiores quantidades de aminodcidos livres, sendo a maior parte
constituida por aminoacidos hidrofobicos. Também possui maiores quantidades de
pequenos peptideos. Entretanto, a quantidade de peptideos de 20 kDa a 5kDa foi
inferior aos demais hidrolisados, enquanto esse foi o maior produto de quebra do
hidrolisado Pepsina. Os tamanhos de peptideos que mais se destacaram no hidrolisado
produzido com Protamex® foi de 2 a 5 kDa. Todos os hidrolisados proteicos inibiram o
crescimento das bactérias Lactococus em compara¢do com o controle positivo MRS.
Contudo ao ser realizada a comparagéo entre os diferentes hidrolisados, foi constatada
diferenca nos niveis de inibicdo. O hidrolisado produzido com enzimas enddgenas
inibiu o crescimento das bactérias laticas em niveis superiores ao hidrolisado produzido
com Protamex®. A caracterizacdo dos hidrolisados foi influenciada pelo tipo da enzima
utilizada. A quantidade de nutrientes e o perfil de aminoécidos dos hidrolisados indicam
que eles podem ser utilizados na aquicultura. Todavia, o efeito das caracteristicas
nutricionais destes hidrolisados necessitam de uma investigagcdo mais minuciosa.

Palavras-chave: Hidrolise enzimaética; Hidrolisado proteico; Aut6lise; Protamex;
Pepsina; Sardinella
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4.1 INTRODUCAO

O hidrolisado proteico de pescado € uma alternativa para a incorporacdo de
proteinas em outras fontes de alimento para o consumo animal (MARTINEZ-
ALVAREZ; CHAMORRO; BRENES, 2015). A escolha da protease hidrolitica depende
do custo da enzima e do resultado final desejado apds a hidrolise (BENJAKUL et al.,
2014). As enzimas tém diferentes especificidades para clivar as ligacdes peptidicas,
sendo influenciada pela matéria-prima (SUN et al., 2016). Estas especificidades alteram
o perfil de peptideos e aminodcidos, interferindo na qualidade e eficiéncia do
hidrolisado obtido (SARMADI; ISMAIL, 2010).

A Protamex® (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) é uma mistura de proteases
microbianas, produzida com enzimas de Bacillus licheniformis e Bacillus
amyloliquefaciens (KOUAKOQOU et al., 2014; LIASET et al., 2002). Trata-se de uma
enzima amplamente utilizada para a producdo de hidrolisado de diversas espécies, tais
como o salmdo do Atlantico (Salmo salar) (LIASET; JULSHAMN; ESPE, 2003);
sardinha europeia (Sardina pilchardus) (DUMAY et al., 2009); atum-amarelo (Thunnus
albacares) (NGUYEN et al., 2011); cavala do Atlantico (Scomber scombrus)
(ENNAAS et al., 2015); corvina (Micropogonias furnieri) (AMORIM; DESCHAMPS;
PESSATTI, 2016); sardinha (Sardinella sp.) (WOSNIAK et al., 2016); entre outros.

Diversas outras enzimas proteoliticas podem ser usadas para hidrolisar as
proteinas de peixe e gerar os hidrolisados (SAMARANAYAKA; LI-CHAN 2011). A
pepsina, protease de origem animal, foi uma das primeiras proteases utilizadas em
pesquisas envolvendo hidrolisados (NAKAJIMA et al., 2009; NAZEER et al., 2011,
RAJARAM; NAZEER, 2010; VIEIRA et al., 1995; VON DER DECKEN et al., 1992).
Também ¢ possivel a producdo de hidrolisados proteicos de pescado utilizando as
préprias enzimas enddgenas dos animais, sem custos com enzimas comerciais através
de uma operacdo simplificada (MAIZ et al., 2018; SHAHIDI; HAN; SYNOWIECKI,
1995). As enzimas enddgenas envolvidas no processo de hidrolise autolitica
correspondem a uma mistura de diversas proteases do trato gastrointestinal, as quais
possuem variados requisitos de atividade, resultando em produtos finais de diferentes
perfis moleculares (KRISTINSSON e RASCO, 2000) dependente das condicdes de
hidrolise (como tempo e temperatura) (PASTORIZA et al., 2003; SILVA et al., 2014).

A avaliacdo das caracteristicas e funcionalidades do hidrolisado podem ser

demonstradas por pardmetros como grau de hidrolise (GH) e distribuicdo de peso
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molecular dos peptideos (TOSSAVAINEN et al., 1997; CHALAMAIAH et al., 2012).
Estes parametros sdo utilizados para comparar os diferentes tipos de hidrolisados
proteicos (MAHMOUD et al., 1994; VILLAMIL; VAQUIRO; SOLANILLA, 2017). O
meio mais pratico de controlar o processo de hidrélise é a determinacdo do GH, que
pode ser expresso como a porcentagem de ligacdes peptidicas quebradas (ADLER-
NISSEN, 1986; LAHL; BRAUN, 1994; HE et al., 2013). O peso molecular dos
hidrolisados proteicos é um dos fatores mais importantes na producéo de hidrolisados
com propriedades funcionais (NEVES, 2001, ZAMORA-SILLERO;
GHARSALLAOUI; PRENTICE, 2018). A caracterizacdo quimica e o perfil de
aminoacidos pode demonstrar potencialidade como um ingrediente a ser incorporado
em racOes ou alimentos processados (FURLAN e OETTERER, 2002; DUAN et al.,
2010).

Os hidrolisados ja foram demonstrados como uma 6tima fonte de nitrogénio para
crescimento de bactérias (DUFOSSEE et al. 2001). O crescimento de bactérias laticas
utilizando o hidrolisado de pescado em substituicdo aos meios de culturas comerciais ja
foi comprovado (SAFARI et al., 2012). A possivel influencia como prebi6tico no trato
digestivo de peixes também ja foi sugerida (HA et al., 2019).

O presente experimento descreve a utilizagdo de trés tratamentos diferentes para
produzir hidrolisados proteicos de visceras de sardinha com interesse na aplicacdo
aquicola. Neste estudo, os hidrolisados produzidos foram descritos e caracterizados
guanto ao grau de hidrolise, faixa de peso molecular dos peptideos, composi¢do quimica,

perfil de aminodacidos e desenvolvimento microbiol6gico de bactérias laticas.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Elaboracéo dos hidrolisados proteicos

Os hidrolisados foram produzidos no Laboratoério de Bioquimica e Bromatologia
da Universidade do Vale do Itajai. Os residuos de pescados utilizados como matéria-
prima consistiam em visceras frescas de sardinha (Sardinella sp.). Os subprodutos
foram provenientes da GDC Alimentos S.A, localizada em Itajai, Santa Catarina, Brasil,
e da Camil Alimentos S.A, localizada em Navegantes, Santa Catarina, Brasil.

Foram produzidos trés tipos de hidrolisados proteicos de visceras de sardinha. O
que diferenciou os hidrolisados foi o tipo de enzima utilizada para a producéo individual

de cada produto. As enzimas utilizadas foram: Protamex® (Novozymes, Bagsvaerd,
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Dinamarca), Pepsina suina (Bela Vista Produtos Enzimaticos, Alto Bela Vista, Santa
Catarina, Brasil) e as Enzimas Enddgenas do trato digestivo das sardinhas.

As visceras de sardinha eram retiradas por succdo diretamente da linha de
producdo industrial. Este material coletado na industria foi armazenado em sacos
plasticos assépticos com as respectivas identificacGes e transportado dentro de caixas
isotérmicas contendo gelo até o Laboratério de Bioguimica e Bromatologia.
Imediatamente apds a chegada, o material era processado de acordo com a metodologia
de producéo de cada hidrolisado.

Para a producdo do hidrolisado com a enzima Protamex®, o residuo de pescado
foi homogeneizado com &gua destilada na proporcéo de 1:1. A enzima Protamex® foi
acrescentada (1:500 E/P-Enzima/Pescado) com auxilio de um agitador e sistema de
incubacdo a 55°C por 90 minutos. Estas metodologias foram adaptadas de Wosnhiak et
al. (2016).

O hidrolisado produzido a partir de pepsina suina seguiu metodologia
semelhante, entretanto as visceras de pescado foram homogenizadas em tampéo &cido
cloridrico - cloreto de potassio (0,1M, pH 2,0) na proporcdo 1:1. A enzima pepsina
suina foi acrescentada (1:500 E/P-Enzima/Pescado) com auxilio de um agitador e
sistema de incubacdo a 37°C por 210 minutos. Esta metodologia foi adaptada de
Pastoriza et al. (2003) com modificagdes. Os autores citados realizaram a reducéo de pH
de hidrolise, até o valor 2,5, com a aplicacdo de acido cloridrico puro 1N e/ou 0,1N.
Neste estudo foi utilizado tampéo &cido cloridrico - cloreto de potassio para acidificar o
pH de hidrolise. O tempo de hidrolise também foi modificado, sendo ampliado de 120
minutos para 210 minutos.

A producédo de hidrolisado com enzimas enddgenas do proprio trato digestorio
das sardinhas (autélise) também utilizou metodologia semelhante. Foi necessaria a
realizacdo de uma caracterizacdo enzimatica prévia, para a determinacdo da condicdo
6tima (de pH, temperatura e tempo) de hidrélise, conforme Gongalves et al. (2019 —
capitulo 2) com modificacbes. As visceras foram homogeneizadas em tampao citrato-
fosfato (0,15M, pH 8,4) na proporcdo 1:1 com auxilio de um agitador e sistema de
incubacdo a 42°C por 240 minutos. A metodologia original utilizou tamp&o com 0,5M.
Para o presente estudo a molaridade do tampéo foi reduzida a fim de evitar quantidades
exageradas de sal como residuo do ingrediente.

Apos o tempo de reagdo de hidrdlise dos trés tipos de hidrolisado, a temperatura

do homogeneizado foi elevada a 85°C por 15 minutos para a inativagdo das enzimas. Os
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homogeneizados foram filtrados em peneira comum (malha de 1 mm) com a finalidade
de separar restos inorganicos como espinhas e escamas da solucgéo. Os filtrados obtidos
foram colocados para secar em estufa de ventilagdo forcada & 60°C para obtencdo da

matéria seca e balanco de massa.

4.2.2 Caracterizacao quimica e grau de hidrolise

As analises de composicdo dos hidrolisados foram realizadas de acordo com
Horwitz (2000). Consistem em: matéria seca (MS%, determinado por radiacéo
infravermelha), proteina bruta (PB%, método de Kjeldhal), extrato etéreo (EE%,
método de Soxhlet), cinzas (MM%, incineracdo em mufla a 550-600°C), extrativo ndo
nitrogenado (%ENN, calculado) e energia bruta (EB kcal/kg, calculado).

Foi realizada a determinacéo do grau de hidrdlise (GH). A metodologia utilizada
foi adaptada do método de Nielsen et al. (2001), explorando-se a reatividade do “o-
phthaldialdehyde” (OPA) com amino-grupos. As analises foram realizadas em leitor de
microplacas modelo Genius, marca Tecan, em absorbancia de 340 nm. O resultado foi
expresso como GH(%), através da equacéo:
GH (%) = [(Serina-NH2 — B) / o meqv / g proteina] / htot * 100
Os valores de o, B e htot utilizados sdo os determinados previamente por Adler-Nissen

(1986) para pescado: 1,00; 0,40 e 8,6, respectivamente.

4.2.3 Composi¢do de aminoacidos e aminoacidos livres

A andlise de aminoacidos foi realizada ap6s hidrélise &cida das amostras com
HCI a 6N, durante 22 horas, a 110° C, em ampolas de vidro seladas a vacuo. As
ampolas foram abertas e mantidas em dessecador contendo pastilhas de NaOH, para
remover 0 HCIl. As amostras foram ressuspensas em tampdo citrato e filtradas em
membrana Millipore de 0,22 um, seguida de corrida cromatografica em HPLC com
derivatizacdo pré-columa. As composicdes de aminoacidos e aminoacidos livres foram
realizadas seguindo a metodologia de Hagen; Frost; Augustin (1989) e White; Hart; Fry
(1986), e a determinacdo de triptofano de acordo com Lucas; Soutelo (1980).

4.2.4 Distribuicdo de peso molecular dos peptideos
A determinacdo e distribuicdo de peso molecular dos peptideos presentes nos

hidrolisados foram realizadas atraves de eletroforese em gel de poliacrilamida em
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condicdes desnaturantes (Tricina-SDS-PAGE 16% resolving gel, spacer gel 10%,
stacking gel 4%), conforme Schégger (2006). As proteinas foram testadas em corrida
eletroforética de aproximadamente 40 minutos em mini-géis, visando o estabelecimento
das condicBes ideais de corrida. Foram realizadas corridas em géis com
aproximadamente 5 horas de duracdo, 130V (voltagem constante) e cerca de 30mA
inicial (por gel) a temperatura de 4°C. Foi utilizado tampdo de corrida Tris-Tricina
(100mmol/L de Trizma e 100mmol/L de tricina), pH 8,25, em SDS 0,1%. O DTT foi
incluido apenas no momento do uso. Foi utilizado como padrdo uma mistura de
proteinas de baixo peso molecular (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califérnia, EUA).
As proteinas foram fixadas no gel e reveladas com azul de Coomassie ou com nitrato de
prata (LAEMMLI, 1970; OAKLEY et al., 1980).

4.2.5 Avaliacédo microbiologica

Inicialmente foi inoculada uma cultura contendo bactéria do género Lactococus
extraida do trato digestivo de trutas arco-iris saudaveis. Essas bactérias foram entdo
inoculadas novamente em tubos de ensaio de quatro tratamentos diferentes. Os
tratamentos eram controle (meio MRS - Man Rogosa Sharpe), hidrolisado produzido
com enzima Protamex®, hidrolisado produzido com pepsina suina e hidrolisado
produzido com enzimas enddgenas. Os tratamentos consistiam em meios de cultura com
as quantidades de nutrientes equilibradas, de forma que o hidrolisado era diluido em
agua e misturado meio MRS. Os tubos de ensaio contendo bactérias inoculadas foram
encubados a 37°C p0o 24 horas.

Apobs periodo de incubacdo as amostras dos tubos de ensaio foram diluidos
serialmente (1:10) em SSE. Em seguida foram semeados em placas de Petri com o meio
de cultura MRS, para a contagem de colbnias de bactérias. As placas de Petri foram
incubados em temperatura de 37°C por aproximadamente 48 horas e foram efetuadas as
contagens totais de unidades formadoras de col6nias (UFC).

Os resultados obtidos foram tabelados e realizou-se a verificacdo da normalidade
e homocedasticidade dos dados. Posteriormente foi realizada a anélise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%) através do programa
estatistico SAS verséao 9.0.



47

4.3 RESULTADOS

As trés enzimas estudadas foram eficazes para a realizacdo da hidrolise. O
hidrolisado se dividia em quatro fases apo6s a centrifugagdo por 7200 RCF por 10
minutos. As fases eram constituidas de 0leo, fracao soltvel, emulsdo e fracdo insoluvel
do hidrolisado final. As analises de composi¢do quimica, grau de hidrolise, composi¢édo
de aminoacidos e microbioldgica foram realizadas com o hidrolisado bruto. As analises
de perfil de peptideos foram realizadas com as fases separadas.

4.3.1 Caracterizacao quimica e grau de hidrolise

A caracterizacdo quimica dos hidrolisados esta descrita na tabela 1. Ocorreram
pequenas variacBes entre os hidrolisados. As variacdes de PB ficaram entre 36,65% e
31,02%, o EE variou entre 52,30% e 45,29%, e 0 GH resultou em um maximo de 19,9%

e um minimo de 9,9%.

Tabela 1 — Composicdo bromatolégica e grau de hidrolise dos hidrolisados de visceras
de sardinha produzidos com diferentes enzimas.

Amostra MS% PB% EE% MM% %ENN EB (kcal/kg) GH%
Protamex 63,48 36,65 48,69 10,57 4,09 6.559,5 19,9
Pepsina 52,85 31,02 52,30 9,21 7,47 6.708,7 17,6
Endogena 67,97 34,80 45,29 10,01 9,90 6.390,8 9,9

MS% matéria seca; PB% proteina bruta; EE% extrato etéreo; MM% cinzas; %ENN extrativo ndo
nitrogenado; EB energia bruta; GH grau de hidrolise.

4.3.2 Composicéo de aminoacidos e aminoacidos livres

As composic¢Bes dos aminoécidos dos hidrolisados estdo apresentados na tabela
2. A composi¢do entre os aminoacidos foi semelhante. Os aminodcidos livres estdo
apresentados na tabela 3. O hidrolisado produzido com enzimas enddgenas possui
maiores quantidades de aminoéacidos livres (16,66%) em compara¢do com os demais.
Os aminoacidos livres que estiveram em maiores quantidades no hidrolisado produzido
com enzimas enddgenas foram os de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina), a
glicina, lisina, alanina, acido aspartico e acido glutdmico. O hidrolisado produzido com
enzima Protamex® e o0 com pepsina obtiveram quantidades de aminoacidos livres

semelhantes. A arginina foi mais evidente no hidrolisado produzido com Protamex®.
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Tabela 2 — Composi¢do de aminoacidos dos hidrolisados (% de material seco).

Aminoécidos (%)

Hidrolisado Protamex®

Hidrolisado Pepsina

Hidrolisado Endogeno

Acido Aspartico 2,38 1,56 1,73
Acido Glutamico 3,38 2,39 3,40
Serina 1,20 0,84 0,24
Glicina 1,97 1,32 1,76
Histidina 0,58 0,46 0,31
Taurina 0,81 0,60 0,97
Arginina 1,96 1,33 0,47
Treonina 1,28 0,91 1,14
Alanina 1,94 1,38 1,92
Prolina 1,20 0,87 1,05
Tirosina 1,02 0,70 0,94
Valina 1,78 1,25 1,78
Metionina 0,82 0,55 0,83
Cistina 0,48 0,35 0,42
Isoleucina 1,26 0,91 1,36
Leucina 2,22 1,58 2,35
Fenilalanina 1,05 0,76 1,10
Lisina 1,23 1,29 1,73
Triptofano 0,71 0,64 0,92
Total de aminoacidos 27,27 19,69 24,42
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Tabela 3 — Composicdo de aminoacidos livres dos hidrolisados (% de material seco).

Aminoécido (%) Hidrolisado Protamex® Hidrolisado Pepsina Hidrolisado Enddgena
Acido Aspartico 0,54 0,39 1,05
Acido Glutamico 0,81 0,57 1,66
Serina 0,67 0,53 0,06
Glicina 0,47 0,30 0,87
Histidina 0,31 0,22 0,15
Taurina 0,53 0,48 0,63
Arginina 1,45 0,95 0,28
Treonina 0,60 0,47 0,79
Alanina 1,15 0,83 1,61
Prolina 0,25 0,38 0,50
Tirosina 0,77 0,58 0,80
Valina 1,01 0,74 1,42
Metionina 0,43 0,43 0,59
Cistina 0,44 0,42 0,56
Isoleucina 0,84 0,62 1,23
Leucina 1,54 1,16 2,09
Fenilalanina 0,70 0,52 0,92
Lisina 0,80 0,71 1,42
Asparagina 0,16 0,09 0,03
Glutamina Néo detectado Ndo detectado Nao detectado
Total de amino&cidos 13,47 10,39 16,66

4.3.3 Distribuicdo de peso molecular dos peptideos

O hidrolisado produzido com enzima enddgena possui maiores quantidades de
pequenos peptideos (<1kDa). Entretanto a quantidade de peptideos de 20 kDa a 5kDa
foi inferior aos demais hidrolisados. O hidrolisado produzido com enzima pepsina
resultou em maiores quantidades de peptideos intermediarios, na faixa de 20 kDa a 5
kDa. Os tamanhos de peptideos mais presentes no hidrolisado produzido com Protamex
foi de 2 a 5 kDa. As emulsdes de todos os hidrolisados ndo possuem peptideos acima de
100 kDa. Em comparacdo, as fracGes insollveis possuem a maior propor¢do de
peptideos maiores que 100 kDa. A fragdo insolavel do hidrolisado produzido com
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enzima enddgena foi a que resultou em maior teor de peptideos menores do que 1 kDa e
acima de 100 kDa.

30 B > 100 kDa m 50,1-100 kDa = 30,1-50 kDa 20,1-30 kDa m 10,1-20 kDa
m5,1-10kDa  ®2,1-5kDa m1,1-2 kDa m<1kDa
25
20
©
g 15
X
10
| ‘
0

FSPr FIPr EPr FSPs FIPs Ps FSEn FIEn EEn

Figura 1 - Perfil de peptideos das diferentes fragdes de hidrolisados de visceras de sardinha produzidos
com diferentes enzimas.

FSPr: Fragdo sollvel hidrolisado produzido com enzima Protamex; FIPr: Fracdo insolGvel hidrolisado
produzido com enzima Protamex; EPr: Emulsdo do hidrolisado produzido com enzima Protamex; FSPs:
Fracdo solGvel hidrolisado produzido com enzima pepsina suina; FIPs: Fracdo insoltvel hidrolisado
produzido com enzima pepsina suina; EPs: Emulséo do hidrolisado produzido com enzima pepsina suina;
FSEn: Fracdo soltvel hidrolisado produzido com enzima enddgenas; FSIn: Fragdo insoldvel hidrolisado
produzido com enzima endégenas; EEn: Emuls&o do hidrolisado produzido com enzima enddgenas.
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Tabela 4 — Perfis de peptideos das diferentes fraces de hidrolisados de visceras de
sardinha produzidos com diferentes enzimas.

Peso Molecular FSPr FIPr EPr FSPs  FIPs EPs FSEn FIEn EEn

> 100 kDa 0,5 0,9 0,0 0,3 0,8 0,0 05 2,2 0,0
50,1-100 kDa 10,2 101 04 7,4 54 0,1 17,8 10,5 51
30,1-50 kDa 152 112 16,8 9,7 9,6 7,6 12,8 103 144
20,1-30 kDa 9,1 10,3 6,4 8,7 180 119 17,6 79 5,9
10,1-20 kDa 143 106 193 11,1 198 2272 6,3 51 91

5,1-10 kDa 9,0 16,2 9,7 235 133 207 79 54 5,2

2,1-5 kDa 249 220 248 194 182 144 13,1 154 27,6

1,1-2 kDa 7,5 9,4 150 121 74 15,2 13,3 26,8 21,3

<1kDa 9,4 9,3 7,5 7,9 7,5 7,9 10,7 16,3 115

FSPr: Fragdo solGvel hidrolisado produzido com enzima Protamex; FIPr: Fragdo insoltvel hidrolisado
produzido com enzima Protamex; EPr: Emulsdo do hidrolisado produzido com enzima Protamex; FSPs:
Fracdo solGvel hidrolisado produzido com enzima pepsina suina; FIPs: Fracdo insoltvel hidrolisado
produzido com enzima pepsina suina; EPs: Emulséo do hidrolisado produzido com enzima pepsina suina;
FSEn: Fracédo soltvel hidrolisado produzido com enzima enddgenas; FSIn: Fragdo insoltvel hidrolisado
produzido com enzima end6genas; EEn; Emulséo do hidrolisado produzido com enzima enddgena.

4.3.4 Avaliacao microbioldgica

Todos os hidrolisados proteicos inibiram o crescimento das bactérias Lactococus
em comparagdo com o controle positivo MRS. Entretanto, ao ser realizada a
comparacgdo entre os diferentes hidrolisados, foi constatada diferenga nos niveis de
inibicdo. O hidrolisado de enzima enddgena inibiu o crescimento das bactérias laticas

em niveis superiores ao hidrolisado de enzima Protamex.
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Figura 2 - Crescimento de bactérias do género Lactococus em diferentes meios contendo hidrolisado
proteico de visceras de sardinha. Valores sdo médias + desvio padrdo. Médias diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05).



52

4.4 DISCUSSAO

Este trabalho demonstra a caracterizagéo de trés tipos diferentes de hidrolisado.
As trés enzimas utilizadas foram eficientes em produzir os hidrolisados proteicos. As
descricdes estdo relacionadas aos parametros quimicos de cada hidrolisado e ndo ha
comparacOes estatisticas. As andlises de composi¢cdo quimica revelaram semelhanca
entre os hidrolisados, o que era esperado, devido a utilizacdo da mesma matéria-prima
(CARREIRA et al., 2003). Os teores de MM estdo dentro do intervalo comumente
encontrado em hidrolisados de visceras (VILLAMIL; VAQUIRO; SOLANILLA, 2017).
As variacOes entre 0 ENN dos hidrolisados podem estar relacionadas ao conteudo
estomacal. As sardinhas sdo pequenos onivoros que se alimentam de microalgas,
copépodes e outros crustaceos (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011). Ja foi sugerido em
outros estudos alteracBes na caracterizacdo quimica de hidrolisados de visceras, devido
ao contetdo do trato digestorio (AMORIM; DESCHAMPS; PESSATTI, 2016). Por isso
podem ocorrer variacdes nos lotes de matéria-prima devido a ingestdo de nutrientes dos
animais (HUSS, 1995).

Os niveis de proteina bruta e de lipideos dos trés hidrolisados sdo diferentes dos
valores encontrados para hidrolisados de viscera de diversas espécies, tais como esturjao
persa (Acipenser persicus) (65,82% PB, 0,18% EE) (OVISSIPOUR et al., 2009a),
esturjdo beluga (Huso huso) (68,43% PB, 1,34% EE) (OVISSIPOUR et al., 2009b),
atum amarelo (Thunnus albacares) (72,34% PB, 1,43% EE) (OVISSIPOUR et al.,
2012), truta arco-iris (88,32% PB, 0,80% EE) (Onchorhynchus mykiss) (TAHERI et al.,
2012) e atum-bonito (Katsuwonus pelamis) (82,6-87,8%PB, 3,3-4,4% EE)
(CHOTIKACHINDA et al., 2018). Esta variabilidade mencionada na composi¢ao
quimica depende principalmente do tipo da espécie, sexo e idade dos animais
(YEANNES e ALMANDOS, 2003). As grandes quantidades de PB e baixas
porcentagens de EE relatados nestes estudos sdo devido ao processamento apds
hidrolise (VILLAMIL; VAQUIRO; SOLANILLA, 2017). Os hidrolisados comumente
sdo centrifugados para concentracdo das proteinas soltveis, remoc¢éo da fracdo insoltvel
(CHALAMAIAH et al., 2010) e eliminacdo da fracdo lipidica (CHALAMAIAH et al.,
2012). A fracdo soluvel possui a maior concentracdo de proteina, com a maioria dos
lipidios presentes na fragdo insolivel (AMORIM, DESCHAMPS e PESSATTI, 2016).
A fracdo soltvel do hidrolisado de visceras de sardinha (Sardinella sp.) produzido com
enzima Protamex® foi relatada com 61,4% PB e 1,69% EE (WOSNIAKI et al., 2016).

Estes valores de proteinas s@o superiores aos demonstrados no presente estudo (36,65%
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PB e 48,68% EE). Entretanto, a caracterizacdo quimica descrita aqui foi realizada com o
hidrolisado bruto. A finalidade dos presentes hidrolisados era manter a fragdo lipidica
para resultar em ingredientes simultaneamente proteicos e energéticos. O 6leo de peixe
é o ingrediente mais utilizado como fonte lipidica na aquicultura, sendo uma excelente
fonte de n-3 (SARGENT et al. 2002, OLIVA-TELES, 2012). As sardinhas séo ricas em
acidos graxos poliinsaturados (VISENTAINER et al., 2000). Esta caracteristica,
juntamente com a possibilidade de diminuicdo na inclusdo de Oleo na dieta, torna
interessante a mantenca da fracdo lipidica no hidrolisado.

O tipo da enzima utilizada influenciou no valor final dos GHs dos hidrolisados.
Esta informagdo j& foi demonstrada e comprovada através de estudos comparando
diferentes enzimas para hidrolisar pescado (MARTINS, VIEIRA e PRENTICE-
HERNANDEZ, 2009; HERPANDI et al., 2012; CHAROENPHUN et al., 2013; BAEZ-
SUAREZ et al., 2016). O grau de hidrdlise é influenciado pela relagdo enzima-substrato,
pH, temperatura e tempo de incubagdo (BENITEZ et al., 2008), além obviamente da
especificidade da(s) enzima(s) e da abundancia destes sitios de clivagem na matéria-
prima (PASUPULETI; BRAUN, 2010). As enzimas utilizadas no presente experimento
foram aplicadas conforme os resultados prévios de caracterizacdo das enzimas (como no
caso das enzimas endogenas), ou conforme as indicacGes do fabricante. Nas enzimas
enddgenas, apenas a razao enzima-substrato da autélise ndo foi estimada. Para mudar
esta relacdo (enzima-substrato) seriam necessarias etapas prévias de concentracdo das
proteases. Esta etapa previa ndo constituia o objetivo deste trabalho. A pergunta que foi
proposta para ser respondida era se as enzimas enddgenas em estado nativo seriam
capazes de produzir um hidrolisado. O grau de hidrolise do autolisado deste estudo
(9,9%) foi inferior aos GHs encontrados em testes demonstrado por Goncalves et al.
(2019 — Capitulo 2). Além das variacdes que podem ser comumente encontradas na
matéria-prima, 0s autores citados utilizaram a fracdo sollvel para quantificar o GH,
enquanto no presente estudo foi utilizado o hidrolisado bruto. A pepsina é uma
endopeptidase adaptada para atuar em pH acido (RAJARAM; NAZEER, 2010; VIEIRA
et al., 1995). A acidez do pH pode levar a uma diminuicdo na recuperacdo proteica e
diminuicdo da funcionalidade do hidrolisado, sendo um dos motivos apontados a
formacéo de sais (KRISTINSSON; RASCO, 2000). A Protamex® por sua vez é uma
mistura de endo e exopeptidases microbianas com atua¢do em pH neutro (KOUAKOU
et al., 2014; LIASET et al., 2002,). Essas caracteristicas fazem com que esta enzima

tenha uma maior amplitude de atuacéo do que a pepsina, sugerindo um GH superior,



54

porém a natureza da proteina do substrato também deve ser considerada (QARA,
NAJAFI, 2018).

Os diferentes perfis de peso molecular revelaram alteragdes consideraveis no
grau de quebra da proteina, constatando que o tipo da enzima utilizada fez influencia
nessa caracteristica (ALEMAN et al., 2011). As endopeptidases agem preferencialmente
nas porcdes mais internas da cadeia polipeptidicas (TORRUCO-UCO et al., 2008). Este
aspecto ajuda a explicar o motivo da enzima Pepsina ter hidrolisado maiores
quantidades de peptideos intermediarios. A enzima Protamex® foi mais eficiente do
que a pepsina, demonstrando um perfil mais variado de peptideos. Esta caracteristica
pode estar relacionada ao fato da Protamex® ser uma mistura de enzimas, como ja
citado, ocorrendo quebras com endo e exopeptidases. As exopeptidases hidrolisam as
extremidades da cadeia (VASTAG et al., 2011), podendo resultar em bandas de alto e
baixo peso molecular no perfil eletroforético. O peso molecular de hidrolisados de peixe
Kilka (Clupeonella cultriventris caspi) produzido com enzima pepsina foi superior ao
de hidrolisado produzido com Protamex®, que se encontravam com peso na faixa de
30kDa em baixo GH (QARA; NAJAFI, 2018). O perfil de peptideos de hidrolisados de
viscera de sardinha produzidos com Alcalase® com GH de 10,16% foi investigado e
resultou em peptideos com 55kDa, 30kDa e tamanhos menores do que 14,2kDa
(SOUISSI et al., 2007). Estes resultados corroboram com os tamanhos de peptideos
encontrados para as enzimas comerciais do presente estudo. Os hidrolisados produzidos
com enzimas endogenas desta investigacdo resultaram em peptideos de menor tamanho.
Aproximadamente 52% dos peptideos possuiam menos do que 5 kDa. Este valor é
muito expressivo ao levar em consideracdo o GH de 9,9% dos hidrolisados produzidos
com enzima enddgena. Silva et al. (2014), ao investigar as enzimas enddgenas da tilapia
do Nilo, constataram que a maior parte da proteina foi quebrada em peptideos menores
do que 20 kDa com GH de 41,66%. Também foi necessario um GH acima de 40% para
conseguir um perfil de peptideos de baixo peso molecular utilizando enzimas
comerciais para hidrolisar visceras de carpa indiana (Catla catla) (BHASKAR etal.,
2008) e esturjao persa (Acipenser persicus) (OVISSIPOUR et al., 2009a).

A diferenca do perfil molecular das fragcdes sollveis, insollveis e emulsdo foi
mais evidente no hidrolisado de enzima enddgena. As fracdes sollveis possuem uma
maior variacdo de tamanhos de peptideos. Trata-se de um produto da hidrolise de
proteinas e peptideos, gerando maior exposi¢cdo de grupos ionizaveis e polares na

superficie da proteina, o que influencia a melhora de sua capacidade de formar ligagdes
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de hidrogénio com a agua (HE et al., 2013; YIN et al., 2008). As fracdes insolGveis sdo
constituidas por grandes e pequenos peptideos. Os peptideos e aminoacidos livres
hidrofébicos constituem essa fragdo (LIASET; ESPE, 2008). Os aminoacidos
hidrofobicos podem representar um sabor amargo no hidrolisado (HALL; AHMAD,
1992). A emulsdo é composta por peptideos com estrutura anfipatica que facilita a
absorcdo Oleo-agua (PIRES; BATISTA, 2013). Essa caracteristica dos hidrolisados é
influenciada principalmente pelo tamanho e peso molecular dos peptideos e
aminoéacidos, hidrofobicidade de superficie, solubilidade e tipo de enzima (LIU et al.,
2014).

O perfil de aminoacidos dos hidrolisados revelou que apresentam todos 0s
aminoacidos essenciais e ndo-essenciais. Os aminoacidos glutamina e asparagina ndo
constituem a planilha de resultados porgque durante as analises sdo convertidos em acido
glutdmico e acido aspartico. Entretanto todos estes aminoacidos sdo nao-essenciais. Os
trés hidrolisados de visceras de sardinha possuem perfil de aminoécidos semelhante ao
de outras espécies de peixes (BHASKAR et al., 2008; HORN; ASPMO; EIJSINK, 2005;
OVISSIPOUR et al., 2009; OVISSIPOUR et al., 2012). As diferencas encontradas sao
principalmente devido a natureza da matéria-prima, tipo de enzima e parametros de
hidrélise utilizados (KLOMPONG et al., 2009). O perfil de aminoéacidos da fragdo
soltvel de hidrolisados de visceras industriais de sardinha ja foi relatado e considerado
apto para aquicultura (WOSNIAK et al., 2016). Apesar de constituir a mesma matéria-
prima, comparacdes devem ser feitas com reservas, pois as amostras do presente
trabalho s&o baseadas no hidrolisado bruto, enquanto Wosniak et al. (2016) trabalharam
com fragcGes. Todos os hidrolisados apresentaram arginina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina. Esses 10 aminoacidos sao
essenciais para formulagdes de dietas voltadas para aquicultura (NRC, 2011).

O hidrolisado de enzimas enddgenas possui maiores quantidades de aminoacidos
livres do que os hidrolisados produzidos com Protamex® e pepsina. Esta caracteristica
estd relacionada ao fato deste hidrolisado ter maiores quantidades de pequenos
peptideos. Mas muitos dos aminoacidos livres do hidrolisado de enzima enddgena sao
hidrofébicos. Esta caracteristica também é demonstrada pela maior presenca de
pequenos peptideos na fragdo insoltvel e na emulsdo deste hidrolisado. Os aminoacidos
hidrofobicos presentes, como os de cadeia ramificada (valina, isoleucina e leucina),
podem ser responsaveis em ocasionar sabor amargo no hidrolisado criando um
problema na utilizagdo de dietas (BOUGATEF et al., 2008). Entretanto, no hidrolisado
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de enzima endogena ha também outros aminoacidos livres se destacando, 0s quais
podem melhorar a palatabilidade, como a glicina e lisina (TESSER; PORTELLA, 2011),
acido glutdmico e acido aspartico (HISANO et al., 2007).

Os hidrolisados do presente estudo inibiram o crescimento de bactérias laticas
em comparagdo com o meio de cultura MRS. A expectativa era de que os hidrolisados
promovessem o crescimento destas bactérias, consideradas benéficas. Outros estudos ja
relataram que hidrolisados de pescado sdo eficazes em promover o crescimento de
bactérias laticas em niveis superiores aos meios comerciais MRS (SAFARI et al., 2012).
Souissi et al. (2018) investigaram a propriedade promotora de crescimento bacteriano
em hidrolisados de Sardinella aurita, com GHs de 12 e 26%, mas com niveis acima de
60% de proteina. A utilizacdo de enzimas enddgenas para conseguir crescimento de
bactérias laticas, também ja foi demonstrado com hidrolise de visceras de tilapia,
utilizando pHs de hidrolise abaixo de 6,2 e tempos de hidrolise de 8 a 20 horas (DERAZ
etal., 2011).

Diversos fatores podem influenciar na atividade microbiana, tais como o perfil
de peptideos, os aminoacidos livres, as diferentes caracteristicas durante a hidrolise, os
tipos de enzimas utilizadas, o grau de hidrolise, aptiddo como meio de cultura
(KLOMPONG et al., 2012) e variacdo sazonal das visceras de peixes (HORN; ASPMO;
EIJSINK, 2007). Desta forma, percebe-se que € um conjunto de caracteristicas
complexas que resultam em um hidrolisado com capacidade prebidtica. E importante
destacar que os estudos citados utilizaram a fracdo solivel como fonte de nitrogénio
para meios de crescimento microbiano. Os testes com os hidrolisados deste estudo
utilizaram material bruto, de forma que a porcentagem proteica era menor, havia teor
importante de lipidios e grandes quantidades de aminoacidos hidrofobicos. Somados,
estes fatores podem ter limitado a proliferacdo de micro-organismos laticos.

As caracteristicas inibitorias dos hidrolisados deste estudo também podem ser
discutidas de forma positiva. Ocorreram varia¢des entre as inibi¢cdes dos hidrolisados.
Apesar dos hidrolisados terem apresentado caracteristicas inibitérias de micro-
organismos laticos, é necessario que estes estudos sejam repetidos para avaliar as
atividades inibitérias em micro-organismos patogénicos para a piscicultura.
Hidrolisados de truta arco-iris produzidos com enzimas endogenas (pepsina isolada)
com GH de 30%, resultaram em efeito antibacteriano contra organismos presentes em
pisciculturas (Flavobacterium psychrophilum e Renibacterium salmoninarum) (WALD

et al., 2016). As diferencas de inibicdo entre os hidrolisados do presente estudo podem
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estar relacionadas ao perfil dos peptideos. A atividade antimicrobiana de hidrolisados
proteicos de kilka (Clupeonella cultriventris caspi) revelou que hidrolisados produzidos
com Alcalase e Neutrase (tamanho de 10kDa), resultaram em maior poder inibitorio do
que hidrolisados de pepsina e Protamex® (tamanho de 30kDa) (QARA;NAJAFI, 2018).
O modo de acdo e a especificidade dos peptideos antibacterianos estdo intimamente
relacionados com as diferencas existentes na composicdo da membrana do
microrganismo alvo (HANCOCK; PATRZYKAT, 2002), reforcando a necessidade de
futuros estudos com aprofundamento neste tema.

A utilizacdo da viscera industrial de sardinha possui alguns problemas de
padronizacdo da matéria-prima que podem influenciar no uso do hidrolisado como
ingrediente. As caracteristicas quimicas e o perfil de peptideos e aminoécidos descritos
neste artigo sdo promissoras e demonstram potencial para a aquicultura. Desta forma,

torna-se interessante a realizacao futura de testes nutricionais em organismos aquaticos.

4.5 CONCLUSAO

A caracterizacdo dos hidrolisados foi influenciada pelo tipo da enzima utilizada.

A quantidade de nutrientes e o perfil de aminoacidos dos hidrolisados indicam
que eles podem ser utilizados na aquicultura.

A enzima Protamex® produziu um hidrolisado com um perfil de peptideos mais
equilibrado.

As enzimas endo6genas produziram um hidrolisado com maiores quantidades de
aminoacidos hidrofébicos livres e peptideos de baixo peso molecular.

O perfil de peptideos sobre variagcdes nas diferentes fracées dos hidrolisados.

Com esta caracterizacdo, os hidrolisados brutos inibiram o crescimento de

bactérias laticas.
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5 CAPITULO 4 — O TIPO DE ENZIMA UTILIZADA NA PRODUCAO DE
HIDROLISADOS PROTEICOS DE VISCERA DE SARDINHA INFLUENCIA
NA PALATABILIDADE DA DIETA, DESEMPENHO PRODUTIVO E NO
APROVEITAMENTO DA PROTEINA DE JUVENIS DE TRUTAS ARCO-IRIS

RESUMO

O hidrolisado proteico de pescado é um ingrediente altamente digestivel,
fornecendo aminoacidos livres e peptideos de diversos tamanhos, facilitando a
absorcédo pelo trato gastrointestinal. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito das
enzimas exogenas e enddgenas na producao de hidrolisados proteicos de visceras de
sardinha e sua influéncia no desempenho produtivo, hematologia, metabolismo
proteico e atividade de proteases digestivas de trutas arco-iris. As enzimas testadas
para produzir os hidrolisados foram Protamex, pepsina suina e enzimas endogenas
do trato digestivo da sardinha. Foi utilizado uma dieta contendo farinha de peixe
como grupo controle. As ferramentas de avaliacdo foram o desempenho produtivo, a
dindmica das reservas energéticas teciduais, o perfil de metabdlitos no sangue, a
atividade das vias metabolicas hepaticas, e as enzimas digestivas. Foram utilizados
300 juvenis de trutas arco-iris, divididos em 20 caixas de polietileno com
capacidade para 100 L de agua, resultando em 15 juvenis de truta arco-iris por
unidade experimental. O ensaio teve a duracdo de 56 dias e o delineamento foi
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco repeticdes. Foi verificada a
normalidade e homocedasticidade, posteriormente foi realizado a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%). As dietas contendo
hidrolisado produzido com enzima Protamex e as dietas contendo hidrolisado
produzido com pepsina suina, ndo diferiram (P>0,05) da dieta Controle,
proporcionando os melhores resultados de ganho de peso e taxa de crescimento
especifico. A dieta controle foi a mais consumida pelas trutas. O hidrolisado
produzidos com enzimas enddgenas de sardinha sdo pouco palataveis, mesmo em
relacdo aos outros hidrolisados. Este hidrolisado prejudica o crescimento e a
fisiologia de juvenis de trutas arco-iris. As diferencas relacionadas as reservas
energéticas e algumas diferencas nos parametros sanguineos, foram influenciados
pelo consumo. A enzima Protamex e a pepsina suina produziram hidrolisados que
estimularam as Proteases alcalinas totais. Variages na sintese de aminoacidos
foram observadas pela enzima AST. Pode-se concluir que os hidrolisados proteicos
de visceras de sardinha sdo pouco palataveis para trutas arco-iris e influenciaram no
desempenho e respostas fisioldgicas dos animais.

Palavras-chave: Hidrélise enzimatica; Hidrolisado proteico; Palatabilidade; Autolise;
Oncorhynchus mykiss; Sardinella
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5.1 INTRODUCAO

A Sardinella sp. esta entre as quatro espécies/género mais capturadas do mundo,
com valores totais de pesca em torno de 2.289.830 toneladas (FAO, 2018). Deste
montante capturado, a producdo de residuo industrial pode chegar a 70% (OLSEN;
TOPPE; KARUNASAGAR, 2014). O desconhecimento sobre a utilizacdo dos residuos
e os beneficios que eles proporcionam, resultam em grandes quantidades de descarte
(EZEJIOFOR, ENEBAKU; OGUEKE, 2014). O descarte desses residuos provocam
perdas econdmicas e problemas ambientais (SHERIFF et al., 2014). Ha necessidade de
aprimoramento de técnicas para recuperar estes nutrientes e biomoléculas dos
subprodutos (ZAMORA-SILLERO; GHARSALLAOUI; PRENTICE, 2018). O
hidrolisado proteico de pescado é uma alternativa para agregar valor econémico para
estes residuos (VILLAMIL; VAQUIRO; SOLANILLA, 2017).

O processo de hidrolise consiste em degradar as proteinas em peptideos de baixo
peso molecular e aminoécidos livres (LIASET et al., 2000). Os peptideos de baixo peso
molecular podem melhorar a palatabilidade das dietas (OLIVA-TELES et al., 1999) e
sdo absorvidos e digeridos mais facilmente pelo organismo dos animais (BAKKE et al.,
2010). O hidrolisado proteico utilizado na aquicultura pode melhorar o desempenho
produtivo de variadas espécies de peixe (BUI et al., 2014; KHOSRAVI et al., 2014;
COSTA-BOMFIM et al., 2016; CHOTIKACHINDA et al., 2018); causar melhoras em
indices hematologicos e imunolégicos (LORENZ et al., 2018); possuir atividade
microbioldgica (DERAZ et al., 2011; SAFARI et al., 2012); estimular efeito prebiotico
e aumento de enzimas digestivas (HA et al., 2019).

A possibilidade de selecdo do tipo de enzimas proteoliticas permite a producéo
de hidrolisados com diferentes estruturas moleculares e diferentes propriedades
funcionais  (ONODENALORE; SHAHIDI, 1996; ZAMORA-SILLERO;
GHARSALLAOUI; PRENTICE, 2018). A variagdo de estruturas moleculares pode
alterar a fisiologia do animal, pois estes peptideos sdo absorvidos de forma intacta e
entram na corrente sanguinea (RYAN et al., 2011). O desequilibrio na proporcéo e
guantidade dos peptideos influencia no crescimento do animal (AKNES et al,. 2006).
Diversas enzimas comerciais podem ser utilizadas na hidrolise de pescado
(CHALAMAIAH et al., 2012). Entre as principais escolhas temos a Protamex®
(AMORIM; DESCHAMPS; PESSATTI, 2016), cuja a sua eficiéncia ja foi comprovada

para a producdo de hidrolisado proteico de visceras de sardinha (WOSNIAK et al.,
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2016). A pepsina € uma alternativa para producdo de hidrolisados de pescado
(NAZEER et al., 2011; VIEIRA et al., 1995) e ja foi comparada a enzima Protamex®,
resultando em hidrolisados com algumas caracterizacbes semelhantes (QARA ;
NAJAFI, 2018).

A producdo de hidrolisados de proteinas de peixe também pode ser realizada
utilizando um processo autolitico utilizando as enzimas digestivas do prdprio peixe
(KRISTINSSON; RASCO, 2000). Trata-se de uma operagdo sem custos com enzimas
comerciais (MAIZ et al., 2018; SHAHIDI; HAN ; SYNOWIECKI, 1995). Resultados
promissores foram encontrados com hidrolisados produzidos com enzimas enddgenas
de raia-lenga (Raja clavata) (PASTORIZA et al., 2003), bacalhau (Gadus morhua)
(ASPMO; HORN; EIJSINK, 2005). tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (SILVA et
al., 2014) e atum-bala (Auxis rochei) (MAIZ et al., 2018).

O hidrolisado proteico de pescado ja foi descrito como ingrediente substituto da
farinha de peixe na alimentacdo de trutas arco-iris, sem interferir na satde dos animais
(BAE et al., 2019). Entretanto, podem ocasionar uma maior excrecdo de amonia
(AGUIRRE et al. 1995). Alguns autores afirmam que proteinas parcialmente
hidrolisadas, com niveis altos de aminoacidos livres, podem ser utilizadas mais
eficientemente pelas trutas arco-iris (DONG et al. 1993 ; HARDY 2002). Porém, mais
importante do que os aminoacidos livres, destacam-se 0s peptideos de baixo peso
molecular (BAKKE et al., 2010). Hidrolisados sem peptideos de baixo peso molecular,
ja foram relatados como ineficientes no crescimento destes animais (AKSNES et al.,
2006).

A truta arco-iris € uma das espécies mais importantes para a aquicultura mundial,
e também é amplamente utilizada como modelo biol6gico em diversas areas de pesquisa
(BERTHELOT et al. al. 2014; THORGAARD et al. 2002). De acordo com nossas
observaces, ndo ha muitos estudos demonstrando a influencia do consumo de
hidrolisados na atividade das enzimas do metabolismo intermediario de peixes. Desta
forma, a utilizacdo do hidrolisado proteico de viscera de sardinha como ingrediente
alternativo na alimentacdo de truta arco-iris torna-se interessante. A influencia dos
compostos de baixo peso molecular na fisiologia e metabolismo dos animais pode ser
melhor compreendida. O objetivo do trabalho é avaliar o efeito das enzimas exdgenas e
enddgenas na producdo de hidrolisados proteicos de visceras de sardinha, e sua
influéncia no desempenho produtivo, hematologia, metabolismo proteico e atividade de

proteases digestivas de trutas arco-iris.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de piscicultura do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina, localizada em
Lages, Santa Catarina, Brasil. O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e cinco repeti¢cfes. Os diferentes tratamentos foram: dieta controle; dieta
contendo hidrolisado produzido com Protamex (HP); dieta contendo hidrolisado
produzido com pepsina suina (HS) e dieta contendo hidrolisado produzido com enzimas
enddgenas (HE). Foram utilizados 300 juvenis de trutas arco-iris (3,76+0,77g) divididos
em 20 caixas de polietileno com capacidade para 100L de &gua. As caixas estavam
dispostas em um sistema fechado de recirculacdo de agua com filtros mecénicos e
bioldgicos. A instalacdo possuia compressor de ar para promover adequada
concentracdo de oxigénio dissolvido as caixas de polietileno. O experimento foi
realizado em temperatura ambiente. Foi utilizado um temporizador digital para
acionamento das lampadas e mantenca do fotoperiodo com 12 horas de iluminacdo. As
caixas foram cobertas com tampas de tela plastica. O protocolo experimental foi

aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UDESC.

5.2.1 Produgéo e caracterizagao dos hidrolisados

Os hidrolisados foram produzidos no Laboratério de Bioquimica e Bromatologia
da Universidade do Vale do Itajai. Os residuos de pescados utilizados como matéria-
prima consistiam em visceras frescas de sardinha (Sardinella sp.). Os subprodutos
foram provenientes da GDC Alimentos S.A, localizada em Itajai, Santa Catarina, Brasil,
e da Camil Alimentos S.A, localizada em Navegantes, Santa Catarina, Brasil.

Foram produzidos trés tipos de hidrolisados proteicos de visceras de sardinha. O
que diferenciou os hidrolisados foi o tipo de enzima utilizada para a producéo individual
de cada produto. As enzimas utilizadas foram: Protamex® (Novozymes, Bagsvaerd,
Dinamarca), Pepsina suina (Bela Vista Produtos Enzimaticos, Alto Bela Vista, Santa
Catarina, Brasil) e as Enzimas Enddgenas do trato digestivo das sardinhas.

Os trés hidrolisado foram produzidos de acordo com Gongalves et al. (2019 —
Capitulo 3). A producdo do hidrolisado Protamex® utilizou agua destilada na
proporcao de 1:1, concentracdo 1:500 E/P (Enzima/Pescado), incubacdo a 55°C por 90
minutos. O hidrolisado produzido a partir de pepsina suina utilizou tampédo acido

cloridrico - cloreto de potéassio (0,1M, pH 2,0) na proporgdo 1:1, concentragdo de 1:500
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E/P, incubacdo a 37°C por 210 minutos. A producdo de hidrolisado com enzimas
endogenas do proprio trato digestério das sardinhas (autdlise) utilizou tampdo citrato-
fosfato (0,15M, pH 8,4) na propor¢do 1:1, incubacdo a 42°C por 240 minutos. Ao
termino das hidrolises todas as enzimas foram inativadas com alta temperatura (85°C) e
os hidrolisados foram secos em estufa a 60°C.

As andlises de composicdo quimica dos hidrolisados, juntamente com o perfil de
peptideos e de amino&cidos sdo descritos por Gongalves et al. (2019 — Capitulo 3).

A composicdo bromatoldgica seguiu a metodologia de Horwitz (2000).
Consistem em: matéria seca (MS%, determinado por radiacdo infravermelha), proteina
bruta (PB%, método de Kjeldhal), extrato etéreo (EE%, método de Soxhlet), cinzas
(MM%, incineracdo em mufla a 550-600°C), extrativo ndo nitrogenado (%ENN,
calculado) e energia bruta (EB kcal/kg, calculado).

A determinacdo do grau de hidrolise (GH) utilizou a metodologia adaptada de
Nielsen et al. (2001), explorando-se a reatividade do “o-phthaldialdehyde” (OPA) com
amino-grupos. As analises foram realizadas em leitor de microplacas modelo Genius,
marca Tecan, em absorbancia de 340 nm. O resultado foi expresso como GH(%),

através da equacdo:

GH (%) = [(Serina-NH2 — B) / o meqv / g proteina] / htot * 100
Os valores de a, B e htot utilizados sdo os determinados previamente por Adler-Nissen
(1986) para pescado: 1,00; 0,40 e 8,6, respectivamente.

As composi¢des de aminoacidos e aminoacidos livres foram realizadas seguindo
a metodologia de Hagen; Frost; Augustin (1989) e White; Hart; Fry (1986), e a
determinacéo de triptofano de acordo com Lucas; Soutelo (1980).

A determinacdo e distribuicdo de peso molecular dos peptideos presentes nos
hidrolisados foram realizadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida em
condigBes desnaturantes (Tricina-SDS-PAGE 16% resolving gel, spacer gel 10%,
stacking gel 4%), conforme Schagger (2006).
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Tabela 1 — Composicdo bromatolégica e grau de hidrolise dos hidrolisados de visceras
de sardinha produzidos com diferentes enzimas.

Amostra MS% PB%* EE%* MM%*  %ENN* EB (kcal/kg)* GH%

Protamex 63,48 36,65 48,69 10,57 4,09 6.559,5 19,9
Pepsina 52,85 31,02 52,30 9,21 7,47 6.708,7 17,6
Endogena 67,97 34,80 45,29 10,01 9,90 6.390,8 9,9

MS% matéria seca (amostra in natura); PB% proteina bruta; EE% extrato etéreo; MM% cinzas; %ENN
extrativo ndo nitrogenado; EB energia bruta; GH grau de hidrolise. Analises em MS%.

Tabela 2 — Composicdo de aminoacidos livres dos hidrolisados (% de material seco).

Aminoécido (%) Hidrolisado Protamex® Hidrolisado Pepsina Hidrolisado Enddgena
Acido Aspartico 0,54 0,39 1,05
Acido Glutdmico 0,81 0,57 1,66
Serina 0,67 0,53 0,06
Glicina 0,47 0,30 0,87
Histidina 0,31 0,22 0,15
Taurina 0,53 0,48 0,63
Arginina 1,45 0,95 0,28
Treonina 0,60 0,47 0,79
Alanina 1,15 0,83 1,61
Prolina 0,25 0,38 0,50
Tirosina 0,77 0,58 0,80
Valina 1,01 0,74 1,42
Metionina 0,43 0,43 0,59
Cistina 0,44 0,42 0,56
Isoleucina 0,84 0,62 1,23
Leucina 1,54 1,16 2,09
Fenilalanina 0,70 0,52 0,92
Lisina 0,80 0,71 1,42
Asparagina 0,16 0,09 0,03
Glutamina Néo detectado Ndo detectado Nao detectado

Total de aminoécidos 13,47 10,39 16,66
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Tabela 3 — Perfis de peptideos dos hidrolisados de visceras de sardinha produzidos com
diferentes enzimas.

Peso Molecular Protamex Pepsina Enddgena

> 100 kDa 0,73 0,62 1,60
50,1-100 kDa 9,77 5,80 12,58
30,1-50 kDa 12,60 9,56 11,20
20,1-30 kDa 9,77 14,93 10,84
10,1-20 kDa 12,08 17,19 5,63
5,1-10 kDa 13,70 16,68 6,17
2,1-5 kDa 23,01 18,43 15,15
1,1-2 kDa 9,00 9,13 22,40
<1kDa 9,28 7,62 14,40

5.2.2 Dietas experimentais

Os tipos de dietas produzidas foram: dieta controle (dieta sem a inclusdo de
hidrolisado); dieta HP (contendo hidrolisado produzido com a enzima Protamex®);
dieta HS (contendo hidrolisado produzido com a enzima pepsina suina) e dieta HE
(contendo hidrolisado produzido com enzima endégena — autdlise).

As dietas eram isoproteicas e isoenergéticas, formuladas de acordo com as
exigéncias nutricionais da truta arco-iris (HARDY, 2002; NRC, 2011). Os hidrolisados
substituiram 8% da quantidade total de proteina bruta das dietas experimentais,
resultando em 22% de incluséo de hidrolisado na dieta HP, 26% de incluséo na dieta HS
e 23,2% de inclusdo na dieta HE. Além do hidrolisado as dietas foram formuladas
utilizando farinha de peixe, farelo de soja e isolado proteico de soja como fontes
proteicas e, 0 6leo de peixe como fonte energética.

As racOes foram produzidas no Laboratorio de Piscicultura, CAV/UDESC. Foi
realizada a trituracdo dos ingredientes em moinho de faca com peneira de 2 mm de
diametro de malha. Posteriormente, os ingredientes foram misturados (de acordo com a
formulacéo) e ocorreu a peletizacdo, com os granulos secos em estufa a 45°C por 24
horas. As racGes foram armazenadas em potes plasticos e conservadas em geladeira
durante todo o experimento. As analises bromatoldgicas dos ingredientes e das dietas

experimentais foram realizadas de acordo com Horwitz (2000).
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Tabela 4 - Composigéo das dietas experimentais

1

Dieta / Tipo de enzima Controle HP HS HE
Ingredientes (%)

Farelo de soja 14,0 14,0 14,0 14,0
Farinha de peixe 45,0 30,5 30,0 29,8
Proteina isolada de soja 24,0 24,0 24,0 24,0
Oleo de peixe 16,0 8,5 5,0 8,0
Vitaminas e Minerais® 1,0 1,0 1,0 1,0
Hidrolisado Protamex 0,0 22,0 0,0 0,0
Hidrolisado Pepsina 0,0 0,0 26,0 0,0
Hidrolisado Enddgena 0,0 0,0 0,0 23,2
Composigéo (calculada)

Matéria seca (%) 93,68 94,62 94,64 94,66
Proteina bruta (%) 45,37 45,54 45,27 45,17
Extrato etéreo (%) 23,81 26,01 25,40 25,26
Matéria mineral (%) 11,12 10,14 10,09 9,98
Energia bruta (kcal kg™) 5194,86 5293,74 5225,43 5254,67

'HP: dieta contendo hidrolisado produzido com enzima Protamex; HS: dieta contendo hidrolisado
produzido com pepsina suina; HE: dieta contendo hidrolisado produzido com enzima endégena — autolise.
“Enriquecimento por quilograma de ragéo: Vit. A (3.000 UI); Vit. D3 (3.000 UI); Vit. E (200,00 mg); Vit.
B1 (6,00 mg); Vit. B2 (8,00 mg); Vit. B6 (3,00 mg); Vit. B12 (20,00 mg); Vit. C (350,00 mg); Vit. K
(6,00 mg); Ac. Félico (1,00 mg); Ac. Pantoténico (20,00 mg); Biotina (0,10 mg); Cobre (10,00 mg);
Ferro (100,00 mg); lodo (5,00 mg); Manganés (70,00 mg); Niacina (100,00 mg); Zinco (150,00 mg);
(150,00 mg); B.H.T. (125,00 mg); Colina (150,00 mg).
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Tabela 5 - Composicdo calculada dos aminoacidos (% de PB da dieta) das dietas
experimentais. Requisitos de aminoacidos da truta arco-iris (HARDY, 2002)*.

Aminoécidos (%) Controle HP HS HE Exigéncia*
Arginina 2,93 2,97 2,87 2,63 2,25
Histidina 1,29 1,18 1,17 1,12 0,81
Isoleucina 2,66 2,41 2,35 2,42 0,90
Leucina 4,01 3,76 3,66 3,78 1,57

Lisina 3,88 3,35 3,39 3,44 2,02
Met+Cis 1,80 1,70 1,64 1,69 1,57
Fen+Tir 3,85 3,64 3,54 3,62 2,02
Treonina 2,12 2,01 1,95 1,97 0,90

Triptofano 0,55 0,63 0,64 0,68 0,22
Valina 2,84 2,67 2,59 2,67 1,44

HP: dieta contendo hidrolisado produzido com enzima Protamex; HS: dieta contendo hidrolisado
produzido com pepsina suina; HE: dieta contendo hidrolisado produzido com enzima enddgena — autolise.

5.2.3 Manejo da unidade experimental

Diariamente foi realizado o monitoramento da temperatura (20,7+1,3°C) e
concentracdo de oxigénio dissolvido (4,4+0,5mg/L). Semanalmente foi aferido a
concentracdo de aménia total (0,6+0,06mg NH3/L) e potencial hidrogenidnico (7,6+0,1)
da 4gua das caixas, com auxilio de equipamentos eletrénicos (YSI PROPLUS, Yellow
Springs Instruments, Yellow Springs, OH, USA) e testes laboratoriais. A cada dois ou
trés dias, a matéria organica depositada no fundo das caixas foi removida através de

sifonamento com uma mangueira de borracha.

5.2.4 Parametros produtivos

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (8hs e 18hs) até saciedade
aparente. As trutas foram pesadas no inicio do estudo e ap6s 56 dias de experimento. Os
seguintes parametros de desempenho foram avaliados: ganho de peso (GP = diferenca
entre peso final e peso inicial), taxa de crescimento especifico (TCE = (Ln (peso final) —
Ln (peso inicial))/n x 100), consumo individual aparente de racdo (CR = alimento
consumido no periodo), conversdo alimentar aparente (CA = consumo de racdo/ ganho
de peso) e taxa de eficiéncia proteica (TEP = 100 x (ganho de peso absoluto/ proteina

bruta consumida)).
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5.2.5 Coleta de material bioldgico

Para a coleta de material biolégico foram utilizados seis peixes de cada caixa
apos 56 dias de experimento. Os peixes permaneceram em jejum por 24 horas para o
esvaziamento do trato digestorio. Os animais foram insensibilizados com eugenol (10
mg/L) e foram eutanasiados.

Foi coletado sangue por puncgdo caudal e posteriormente estes peixes foram
laparotomizados para retirada e pesagem da gordura visceral, do figado, retirada de um
fragmento do musculo esquelético da regido caudal e retirada do intestino. O material
bioldgico foi acondicionado em criotubo, devidamente identificado e congelado
imediatamente em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -80°C. Um animal por
caixa foi destinado a analise da composicdo corporal (congelados imediatamente em

freezer comum apds a eutanasia).

5.2.6 Analise sanguinea

Ap0s a coleta de sangue, algumas aliquotas foram destinadas para separacdo do
soro e outras para separacdo do plasma, de acordo com a andlise a que se delibera. A
separacdo das fracbes do sangue foi realizada pela centrifugacdo do sangue em mini
centrifuga para microtubos logo apds a coleta, para separacdo do plasma, e ap6s uma
hora a temperatura ambiente, para separacdo do soro. O plasma e o soro foram
congelados para realizacdo das analises futuras.

Os metabolitos analisados no sangue foram: glicose plasmatica (Método GOD-
Trinder, kit comercial), colesterol (Método Enzimatico-colorimétrico, kit comercial),
triglicerideos (Método Enzimatico-Trinder, kit comercial), proteinas totais (Método do
Biureto, REINHOLD, 1953) e albumina (Método colorimétrico/verde de bromocresol,
Kit Labtest).

A partir das amostras sanguineas heparinizadas, procedeu-se a determinacao do
hematdcrito pela técnica do microhematdcrito (GOLDENFARB et al., 1971), dosagem
da taxa de hemoglobina (Kit Labtest) e contagem total de eritrdcitos. A partir dos dados
obtidos, foram calculados os indices hematimétricos, compreendidos pelo volume
corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
hemoglobina corpuscular média (HCM). A realizacdo da contagem do numero de
eritrocitos foi realizada com aliquotas de sangue diluidas 1:200 em solugdo de formol-
citrato 4% (NATT; HERRICK, 1952). Apds a homogeneizacao da solugdo a contagem

foi realizada em camara de Newbauer.



79

5.2.7 Reservas energéticas teciduais

Foram avaliadas as relagfes somaéticas: indice gorduro-viscerossomatico (IGVS)
e indice hepatossomatico (IHS) de acordo com a formula: [100 x (peso do tecido / peso
vivo)]. Nos fragmentos de figado e tecido muscular foram realizadas as analises para
determinacdo do lipidio total hepatico e muscular (BLIGH;DYER, 1959) e do
glicogénio hepéatico (MOON et al., 1989).

5.2.8 Metabolismo hepatico

O figado foi descongelado, fracionado em amostras de 50mg e homogeneizado
em tampdo fosfato. A determinacdo da atividade hepética das enzimas glicoquinase
(GK), hexoquinase (HK), piruvatoquinase (PK), glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD), frutose-1,6 bifosfatase (FBPase), alanina amino transferasse (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST); foram realizadas de acordo com os protocolos modificados e
descritos por Pérez-Jiménez et al. (2007). A atividade especifica das enzimas foi
expressa em unidades de proteina do tecido utilizando-se albumina de soro bovino
como padrdo (CAIN ; SKILLETER, 1987).

5.2.9 Enzima digestiva — protease alcalina total

A andlise da atividade das proteases totais do trato gastrintestinal foi realizada
com um peixe de cada unidade experimental (n=5 peixes por tratamento). O trato
digestivo foi extraido, pesado (g) e homogeneizado em &gua gelada (v) (1:6, w/v)
usando um homogeneizador Van Potter (cinco vezes de 30 segundos em banho de gelo)
e centrifugado a 27.167 x g (Eppendorf, modelo 5804 R) por 15 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram utilizados para determinar a atividade das enzimas digestivas. A
atividade da protease alcalina total foi determinada pela hidrolise da azocaseina (Sigma,
St. Louis, MO, EUA), utilizando o método descrito por Garcia-Carrefio et al. (1997). A
concentracdo proteica sollvel do sobrenadante foi determinada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976) com albumina de soro bovino como padrao.

5.2.10 Anélise estatistica

Antes de todas as andlises estatisticas foi verificada a normalidade e
homocedasticidade. Posteriormente foi realizado a anélise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%) ou Duncan (5%) através do programa

estatistico SAS versdo 9.0.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Desempenho

As dietas controle, HP e HS proporcionaram os melhores resultados (P<0,05) de
ganho de peso e taxa de crescimento especifico (Tabela 6). A dieta controle foi mais
consumida (P<0,05) pelas trutas, seguida pelas dietas HP e HS. A menor ingestdo foi
dos animais alimentados com a dieta HE. As dietas controle, HP e HS resultaram em
uma maior (P<0,05) conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica dos peixes. A

dieta HE diminuiu (P<0,05) a sobrevivéncia em relacao as dietas controle, HP e HS.

Tabela 6 - Médias dos parametros de desempenho produtivo de juvenis de truta arco-iris
alimentados com dietas contendo diferentes hidrolisados proteicos de visceras de
sardinha.

Controle HP HS HE CcVv
GP 19,76+2,04A 20,24+1,752 18,62+1,60A 15,49+1,28B 9,13
TCE 6,53+0,32A 6,600,262 6,35+0,25A 5,82+0,23B 4,26
CAT 449,7£13,7A 416,2+23,6B 404,5+15,5B 369,7+13,9C 4,19
CA 1,52+0,11A 1,39+0,08? 1,58+0,14AB 1,76+0,12B 7,57
TEP 145,0+10,8A 157,9+9,0A 140,3 £ 12,2AB 126,0+ 8,5B 7,23
SOB 100,0+0,0A 100,0+ 0,0A 98,6+0,4A 92,0+0,8B 3,23

Valores sdo médias + desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

TCE = taxa de crescimento especifico; CAT = consumo alimentar total (g); CA = conversdo alimentar;
TEP = taxa de eficiéncia proteica (ganho de peso (g) por quantidade de proteina ingerida (g)), SOB =
sobrevivéncia (%), HP = dieta contendo hidrolisado produzido com enzima Protamex; HS = dieta
contendo hidrolisado produzido com pepsina suina; HE = dieta contendo hidrolisado produzido com
enzimas enddgenas da sardinha.

5.3.2 Parametros sanguineos

Nos parametros sanguineos foram encontradas diferencas (P<0,05) apenas na
hemoglobina, colesterol e glicose plasmética (Tabela 7 e 8). A hemoglobina dos
animais ndo diferiu (P>0,05) em nenhum tratamento em relacdo ao controle. A glicose
plasmatica do controle foi superior (P<0,05) ao do grupo HE. O colesterol aumentou
(P<0,05) no tratamento HS em relacdo ao tratamento controle. No tratamento HE houve

diminuicdo (P<0,05) em relacéo ao controle.
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Tabela 7 — Hematologia de juvenis de truta arco-iris alimentados com dietas contendo
diferentes hidrolisados proteicos de visceras de sardinha.

Controle HP HS HE CVv
HTC"® 46,33+10,16 42,69+9,43 40,90+4,20 36, 28+8,15 20,19
HGB 7,61+0,68AB 7,96+0,97A 7,74+0,60AB 6,96+1,27B 12,13
NE " 227,50+46,98 263,93+86,33 288,33£119,90 210,27+98,44 36,41
VCM " 220,57+45,28 192,14+82,27 188,12+71,24 179,75+102,95 34,87
TDH"® 2,27+0,46 2,63+0,86 2,88+1,19 2,10+0,98 36,41
CHCM™  17,75+3,84 19,42+3,70 18,21+1,87 17,4243,81 18,62
HCM™® 34,92+8,69 33, 62+11,99 32,24+13,21 39,88+18,42 37,83

Valores sdo médias + desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

HP = dieta contendo hidrolisado produzido com enzima Protamex; HS = dieta contendo hidrolisado
produzido com pepsina suina; HE = dieta contendo hidrolisado produzido com enzimas endégenas da
sardinha; HTC = hematocrito; HGB = hemoglobina; NE = numero de eritrécitos; VCM = volume
corpuscular médio; TDH=total de hemacias.

Tabela 8 — Biogquimica sanguinea de juvenis de truta arco-iris alimentados com dietas
contendo diferentes hidrolisados proteicos de visceras de sardinha.

Controle HP HS HE cVv
GLI 55,12+8,74A 46,50+4,85AB 44,90+14,50AB 41,45+9,21B 21,84
PPT™ 6,63+0,91 6,66 + 1,16 6,42 + 0,64 5,64+ 1,85 17,83
ALB™  2,05+0,57 2,43%0,52 2,4310,57 2,5740,40 22,35
TRI ns 304,50i112,65 186’00i40’03 371,801111,30 276,201146,48 39,2

COL 398,40+59,09BC 449,20+77,15AB 514,50+92 51A 282,20+26,28C 16,99

Valores sdo médias + desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

HP = dieta contendo hidrolisado produzido com enzima Protamex; HS = dieta contendo hidrolisado
produzido com pepsina suina; HE = dieta contendo hidrolisado produzido com enzimas endégenas da
sardinha; GLI = glicose plasmatica (mg/dL); PPT = proteina plasmatica; ALB = albumina (g/dL); TRI =
triglicerideos totais mg/dL); COL = colesterol (mg/dL).
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5.3.3 Reservas energéticas teciduais
Os resultados das reservas energeéticas teciduais estdo apresentados na tabela 9.
O lipidio muscular do grupo HE e HS foram menores (P<0,05) em relacdo ao

tratamento controle e HP.

Tabela 9 — Reservas energéticas teciduais de juvenis de truta arco-iris alimentados com
dietas contendo diferentes hidrolisados proteicos de visceras de sardinha.

Controle HP HS HE cv
IHS"® 1,42+0,24 1,45+0,27 1,21+0,19 1,2410,24 18,16
IGVS"® 4,13+1,31 4,41+0,44 3,89+0,67 2,93+1,03 24,17
Lip Hep"* 2,94+2,28 6,46+2,43 3,86+0,84 2,96+1,47 44,21
Lip Mus"® 22,89+1,412 23,02+1,70A  12,19+8,47B 8,24+5,49B 30,16
Glicogénio™  2,36+0,55 2,75+0,73 2,11+0,61 2,14+0,52 26,24

" No significativo apos ANOVA. Valores sdo médias + desvio padrao.

HP = dieta contendo hidrolisado produzido com enzima Protamex; HS = dieta contendo hidrolisado
produzido com pepsina suina; HE = dieta contendo hidrolisado produzido com enzimas enddgenas da
sardinha; 1ES = indice estomagossomatico; IHS = indice hepatossomatico; IGVS = indice gorduro-
viscerossomatico; Lip Hep = Lipideo hepatico; Lip Mus = Lipideo muscular.

5.3.4 Enzimas metabdlicas

A enzima AST foi superior no controle em comparacdo com 0s demais
tratamentos (P<0,05). A atividade da AST no grupo HP foi menor (P<0,05) em relacédo
ao tratamento HE. N&o ocorreu diferenca entre os tratamentos HS e HE (P>0,05)
(Tabela 10). Ndo ocorreram diferencas entre os tratamentos nas demais enzimas

analisadas do metabolismo dos peixes (P<0,05).
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Tabela 10 — Atividade das enzimas metabdlicas de juvenis de truta arco-iris alimentados
com dietas contendo diferentes hidrolisados proteicos de visceras de sardinha.

Controle HP HS HE (04V

Glicolise (umol/mg de proteina)

HK"® 2,78+0,89 2,63+0,84 2,95%1,25 2,70+0,82 34,76
GK"® 3,45+1,62 3,12+0,77 2,28+0,95 3,07+1,24 40,25
PK"® 3,59+1,20 4,67+1,26 3,89+0,51 5,17+1,74 30,07

Gliconeogénese (umol/mg de proteina)

FBPase "* 6,22+1,75 6,63+2,31 5,67+1,89 6,44+1,93 31,72

Transaminacdo/desaminacéo (umol/mg de proteina)
AST 6,72+0,47A 2,53+1,01C 3,71+0,40BC 4,4310,31B 14,10
ALT"S 2,50+0,78 3,41+0,91 2,94+0,92 2,00£0,79 31,00

Via das pentoses (Lipogénese) (umol/mg de proteina)

G6PDH"* 12,19+4,87 14,15+3,62 11,26+6,06 8,37+4,19 41,91

Valores sdo média em pmol/mg de proteina + desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais na linha
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). HP = dieta contendo hidrolisado produzido com
enzima Protamex; HS = dieta contendo hidrolisado produzido com pepsina suina; HE = dieta contendo
hidrolisado produzido com enzimas enddgenas da sardinha; HK=Hexoquinase; GK=Glicoquinase;
PK=Piruvatoquinase; FBPase=Frutose-1,6 bifosfatase; AST= Aspartato Aminotransferase; ALT =
Alanina Aminotransferase. ; GBPDH=Glicose-6- fosfato desidrogenase.

5.3.5 Proteases alcalinas totais
A atividade das proteases alcalinas totais dos grupos HP e HS foram maiores
(P<0,05) do que as do controle e do HE (Figura 1).
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Figura 1 Atividade das proteases alcalinas totais do trato digestério de juvenis de truta arco-iris
alimentadas com dietas contendo diferentes hidrolisados proteicos de viscera de sardinha. Valores sdo
médias + desvio padrdo. Médias diferem entre si pelo teste de Duncan (P>0,05). HP = dieta contendo
hidrolisado produzido com enzima Protamex; HS = dieta contendo hidrolisado produzido com pepsina
suina; HE = dieta contendo hidrolisado produzido com enzimas enddgenas da sardinha.

5.4 DISCUSSAO

O tipo de enzima utilizada na producdo do hidrolisado interferiu nas
caracteristicas do hidrolisado que consequentemente influenciou no crescimento dos
animais. De modo evidente é observado que os tipos de hidrolisados variaram no GH,
perfil de peptideos e quantidades de aminoacidos livres (GONCALVES et al, 2019 —
Capitulo 3). A influencia das enzimas na qualidade nutricional e quimica dos
hidrolisados ja foram comprovadas e relatadas (MARTINS, VIEIRA e PRENTICE-
HERNANDEZ, 2009; CHAROENPHUN et al., 2013; BAEZ-SUAREZ et al., 2016). Os
animais que consumiram as dietas contendo hidrolisado Protamex e pepsina tiveram um
ganho de peso igual ao do grupo controle contendo farinha de peixe. A utilizacdo de
hidrolisado de residuo de atum na alimentacdo de truta arco-iris, com até 37,5% de
inclusdo, também n&o diferiu do ganho de peso de animais que consumiram a dieta
controle (BAE et al., 2019). Apesar de a matéria-prima ser a mesma, o hidrolisado
produzido com enzimas enddgenas prejudicou o desempenho dos animais. As dietas

utilizadas em todos os tratamentos possuem composicdo quimica e perfil de
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aminoéacidos de acordo com as exigéncias estabelecidas para a espécie (HARDY. 2002).
Desta forma se evidencia que 0 menor crescimento dos animais que se alimentavam da
dieta contendo hidrolisado de enzimas enddgenas, foi devido ao baixo consumo de
racdo. Diminui¢bes no crescimento e consumo também foram encontradas para tilapias
alimentadas com 20% de autolisado de camardo (PLASCENCIA-JATOMEA et al.,
2002).

A falta de palatabilidade das dietas contendo hidrolisados pode ser observada
pela diminuigdo do consumo em todos os tratamentos. O hidrolisado com enzima
enddgena foi 0 menos palatavel e com menor GH. Os hidrolisados com maiores GHs
sd0 mais atrativos devido a maior propor¢cdo de proteinas sollveis de baixo peso
molecular (HALVER e HARDY, 2002). Estas informacgdes foram comprovadas para
hidrolisados de carcaca de sardinha (Sardinella spp.), em que hidrolisados com GH de
22,2% foi mais atrativo do que hidrolisados com GH de 5,9% durante a alimentacdo de
jundia (Rhamdia quelen) (BROGGI et al., 2017). Também com jundia e utilizando GHs
semelhantes ao do presente estudo, foi observado que o consumo de dietas contendo
hidrolisado de sardinha (Sardinella spp.) com um GH de 20,1% foi superior ao
consumo de dietas contendo hidrolisado com GH de 9,97% (WOSNIAK et al., 2016).
Esta pode ser uma das explicacfes entre as diferencas de consumos dos tratamentos
desta pesquisa.

Os aminoacidos livres e os peptideos hidrofobicos também estdo relacionados a
baixa palatabilidade (KRISTINSSON, 2006). Os hidrolisados utilizados possuiam as
fracBes sollveis, insol(veis e emulsdo. E possivel observar grandes quantidades de
pequenos peptideos nas fracdes insollveis e emulsdo. Os peptideos destras fracdes
possuem caracteristicas hidrofébicas (LIASET; ESPE, 2008). Trutas arco-iris
alimentadas com hidrolisados ultra-filtrados, onde foram reduzidos 0s pequenos
peptideos soltveis, reduziram o consumo de racdo em compara¢do com a farinha de
peixe (AKNES et al., 2006). A presenca em grandes quantidades de alguns tipos de
amino&cidos no hidrolisado, como a valina, isoleucina, fenilalanina, leucina, tirosina e
triptofano, diminuem a palatabilidade (PEDERSEN, 1994). Todos estes aminoacidos
estdo presentes na composi¢do dos hidrolisados, porem os perfis sdo semelhantes ha
desequilibrio. Os desequilibrios entre os aminoacidos das dietas ja foram relatados
como fator de diminuicdo da palatabilidade (WOSNIAK et al., 2016). A piora da
palatabilidade também j& foi descrita e comprovada por maiores niveis de triptofano em
hidrolisado de pescado (NILSANG et al., 2005). Entretanto, no presente estudo os
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niveis de triptofano ndo séo elevados e ndo ha grandes diferencas entre os hidrolisados.
A provavel influéncia na atratividade e sabor dos hidrolisados esta relacionada as
quantidades de aminoécidos livres. Os hidrolisados produzidos com enzimas enddgenas
possuem maiores quantidades de aminoacidos livres hidrofébicos. Estes aminoacidos
hidrofobicos, em especial os de cadeia ramificada (isoleucina, valina e leucina), ja
foram descritos por conceber sabor amargo prejudicando a utilizagcdo prética do
hidrolisado (BOUGATEF et al., 2008). Durante 0 manejo alimentar, os aminoacidos
soltiveis podem ser diluidos na agua de cultivo (GUZMAN; VIANA, 1998), deixando
0s aminodacidos hidrofébicos mais evidentes e destacando o sabor amargo (HALL ;
AHMAD, 1992).

O metabolismo energético e a via das pentoses ndo sofreu interferéncia das
dietas. As enzimas hepéticas do metabolismo intermediario podem ser influenciadas
pela diminuicdo da alimentacdo (PEREZ-JIMENEZ et al., 2007). Esta influencia foi
encontrada no presente experimento apenas na enzima AST, com diminui¢cdo na
quantidade de enzimas para os tratamentos que consumiram hidrolisados. Ao contrario
do que foi encontrado neste estudo, douradas alimentadas com dietas pouco palataveis
também diminuiram o consumo de racdo, entretanto as quantidades de AST hepética
ndo foram influenciadas (GOMEZ-REQUENI et al., 2004). A privacdo de alimentos
para robalo europeu também ndo influenciou na quantidade de AST hepética (PEREZ-
JIMENEZ et al., 2007). Desta forma, a alteracdo da AST pode néo ter sido influenciada
apenas pelo consumo.

Outra explicacdo pode estar relacionada a absorcédo e o perfil de aminoacidos e
peptideos dos hidrolisados. A AST esta relacionada ao metabolismo de aminoacidos em
processos de desaminacédo e transaminacdo (METON et al., 1999). Percebe-se que ndo
ocorreu desaminacdo e catabolismo de aminoacidos no grupo controle porque ndo foi
encontrado interferéncia na via da glineogénese e via da glicélise. O tratamento controle
consumiu as proteinas de forma intacta na dieta. Estes peixes podem ter realizado
sintese de aminoacidos nao-essenciais para incremento proteico (CHENG et al., 2010).
Entretanto, os animais que consumiram dietas com hidrolisado produzido com enzima
Protamex e pepsina diminuiram a sua sintese. Como ja citado, estes animais tiveram
crescimento satisfatorio apesar de diminui¢do do consumo. Isto pode ser devido a maior
biodisponibilidade da proteina dos hidrolisados, principalmente com di e tri-peptideos
(GANAPATHY et al.,, 1994). O processo de absor¢do é facilitado, com maiores

quantidades do que as proteinas intactas, devido ao co-transportador PEPT 1 e 2 no
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intestino dos animais (DANIEL, 2004). A influéncia do hidrolisado no co-
tranportadores PEPT 1 e 2 foram comprovadas para bacalhau do atlantico (Gadus
morhua) através de expressdo génica (BAKKE et al.,, 2010). Os animais que
consumiram a dieta contendo hidrolisados com enzimas endogenas consumiram menos
racao e estas dietas tinham quantidades superiores de aminoacidos livres e peptideos de
pequeno peso molecular. O excesso destas quantidades de pequenos peptideos e
amino&cidos pode prejudicar a absor¢do (ESPE et al., 1993) devido a saturacdo dos
mecanismos de transporte do intestino (TONHEIM et al., 2005). Salmédo do Atlantico
(Salmo salar) alimentados com 30% de silagem de arenque (Clupea harengus) tiveram
a absorcdo de nutrientes prejudicada devido ao excesso de peptideos de baixo peso
molecular (ESPE et al., 1999). Desta forma sugere-se que 0s animais que consumiram
dietas contendo hidrolisados de enzimas enddgenas tiveram a via de sintese de
aminoacidos mais ativa do que os animais gque consumiram hidrolisado Protamex e
pepsina. Futuros estudos sem a influencia do consumo dos animais precisam ser
realizados para se chegar a conclusdes mais concretas. O metabolismo proteico dos
animais que consumiram hidrolisados necessitam ser melhor investigados.

Ocorreu influéncia nas reservas energéticas, diminuindo a quantidade do lipideo
muscular dos peixes que se alimentaram de dietas contendo hidrolisado produzido com
pepsina. Devido aos problemas de palatabilidade ja relatados, esta caracteristica
demonstra que o0s animais estavam utilizando as reservas para mantenca e
desenvolvimento. Esta caracteristica poderia ocasionar em queda de desempenho
produtivo em longo prazo. A hidrolise pela pepsina também pode influenciar no valor
nutricional e diminuir a funcionalidade do hidrolisado (KRISTINSSON ; RASCO, 2000)
devido a acidificacdo durante o processo de hidrolise (SGARBIERI, 1996). As trutas
que consumiram dietas contendo hidrolisado com enzimas enddgenas resultaram em
diminuicdo do lipideo muscular, glicose plasmatica, colesterol e niveis de hemoglobina.
Estas caracteristicas podem indicar utilizacdo das reservas endogenas devido a
deficiéncia nutricional (PERES, SANTOS; OLIVA-TELES, 2014).

Os parametros sanguineos, de maneira geral, ndo foram afetados pelos
tratamentos. Truta arco-iris alimentadas com até 37,5% de hidrolisado de subproduto de
atum (BAE et al., 2019) e pirarucu (Arapaima gigas) alimentados com até 20% de
hidrolisado de residuo de tildpia (RIBEIRO et al., 2017), também ndo sofreram
alteracOes nos parametros hemato-bioquimicos. A privacéo de alimentos pode alterar os
niveis dos metabolicos plasmaticos dos peixes (FIGUEIREDO-GARUTTI et al., 2002 ).
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Apesar de ndo estar ocorrendo privacdo de alimento propriamente dita, os animais que
tiveram reducdo no consumo podem estar apresentando indicios destas alteracdes
fisiologicas. Ocorreu uma diminuicdo da glicose em todos os tratamentos que
consumiram hidrolisados em comparagdo com o grupo controle. Este resultado se
assemelha a diminuicdo da glicose plasmatica de robalos europeus (Dicentrarchus
labrax) e trutas arco-iris com inanicdo (CONGLETON; WAGNER, 2006; PEREZ-
JIMENEZ et al., 2007; PERES, SANTOS ; OLIVA-TELES, 2014). Apesar da
diminuicdo da glicose plasmatica, a via glicolitica e o nivel de glicogénio nao foram
influenciados. A hemoglobina (HGM) esta dentro dos valores estabelecidos para a truta
arco-iris (SVOBODOVA, PRAVDA ; PALACKOVA, 1991). Varia¢cGes mais agudas
sd0 necessarias para diagnosticar problemas de salde nos animais (CHAROO,
CHALKOO; QURESHI, 2014).

A variacdo do nivel de colesterol entre os tratamentos pode estar relacionado ao
menor consumo das ragfes contendo hidrolisado. Pesquisas indicam que a quantidade
de colesterol plasmatico esta diretamente ligada a salde e imunidade dos peixes.
Animais com menor quantidade de colesterol plasméatico podem estar enfermos
(FUKUDA et al., 1997; AYDIN, GULTEPE ; YILDIZ, 2000) ou sobre algum tipo de
estresse (CHANG et al., 2006; CUI, ZHOU ; LI, 2010). Peixes em condigdes de baixa
alimentacdo, também possuem colesterol plasmatico baixo (KROGDAHL et al., 1999;
STEPANOWSKA, NEDZAREK; RAKUSA-SUSZCZEWSKI, 2006; LONG et al.,
2008). De acordo com o descrito, os niveis de colesterol baixos do tratamento que
consumiu hidrolisado produzido com enzimas enddgenas podem estar relacionados ao
menor consumo, como mencionado anteriormente. Esta caracteristica em longo prazo
poderia comprometer a salde dos animais. A privacdo de alimentos resultou em
diminuicdo do colesterol em robalos europeus (PEREZ-JIMENEZ et al., 2007; PERES,
SANTOS e OLIVA-TELE, 2014) e trutas arco-iris (CONGLETON; WAGNER, 2006).
Douradas (Sparus aurata) com baixo consumo de alimento, devido a baixa
palatabilidade de dietas com proteinas vegetais, também tiveram reducdes nos niveis de
colesterol (GOMEZ-REQUENI et al., 2004).

Ocorreu aumento da atividade das proteases alcalinas totais dos tratamentos que
consumiram hidrolisado produzido com Protamex e hidrolisado produzido com pepsina
suina. O hidrolisado proteico de pescado pode aumentar a atividade da protease alcalina
(HA et al., 2019). A influencia é sugerida como um efeito prebidtico no organismo, pois

0 hidrolisado pode servir como meio de desenvolvimento para 0 crescimento
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microbiano (HORN et al., 2005; KOTZAMANIS et al., 2007). Estudos descrevendo
peptideos prebidticos ja foram demonstrados (ARIHARA, 2006). O crescimento de
bactérias laticas em niveis superiores aos meios comerciais MRS também foram
relatados em hidrolisados (SAFARI et al., 2012). O desenvolvimento de bactérias
laticas foi testado em meios de cultivo contendo hidrolisado de visceras de sardinha
produzido com enzima ProtameXx, pepsina e endogena (GONCALVES et al., 2019
Capitulo 1). Nas circunstancias testadas foi diagnostica inibi¢cdo para o crescimento das
bactérias. Entretanto o nivel de inibicéo foi diferente entre os hidrolisados, sendo que o
crescimento das bactérias laticas foi menos inibido nos meios de cultura com
hidrolisados produzidos com Protamex e pepsina. O aumento da atividade enzimatica
digestiva em peixes alimentados com prebidticos e probidticos ja foram investigados
(GHOSH et al., 2008 ; SUZER et al., 2008 ; WANG, 2011). O efeito prebiotico e o
aumento de proteases alcalinas totais foram encontrados em jundias alimentados com
até 5% de hidrolisado proteico de musculo de sardinha (HA et al. 2019). O hidrolisado
de subproduto de sardinha (Sardinella aurita) também foi descrito com propriedades
microbioldgicas (SOUISSI et al 2018).

Devido os problemas de palatabilidade encontrados para truta arco-iris, futuros
estudos utilizando técnicas de extracdo do amargor sdo necessarios. Principalmente para
a utilizacdo da dieta contendo hidrolisado produzido com enzima enddgena. Os
hidrolisados produzidos com Protamex e com pepsina suina demonstraram potencial
para utilizacdo em trutas arco-iris. Estes hidrolisados ndo influenciaram negativamente

na fisiologia dos animais e melhoraram a digestdo proteica.

5.5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que os hidrolisados proteicos de visceras de sardinha sdo pouco
palataveis para trutas arco-iris. O tipo de enzima utilizada para produzir os hidrolisados
influenciou no desempenho produtivo, reservas enérgicas e atividade de proteases
digestivas de trutas arco-iris.

O hidrolisado produzidos com Protamex possui baixa palatabilidade para
trutas arco-iris, mas ndo prejudica o desempenho dos juvenis. A alimentagdo com
esse hidrolisado indica efeito positivo na digestdo proteica.

O hidrolisado produzido com enzima pepsina suina é similar ao hidrolisado

produzido com enzima Protamex, porém ele compromete as reservas energéticas do
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animal. Em periodos mais longos de alimentacdo poderia comprometer o ganho de
peso dos animais.

O hidrolisado produzidos com enzimas enddgenas de sardinha sdo pouco
palataveis, mesmo em relacdo aos outros hidrolisados. Este hidrolisado prejudica o

crescimento e a fisiologia de juvenis de trutas arco-iris.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Através dos estudos apresentados foi possivel observar que as enzimas
enddgenas das visceras de sardinha sdo viaveis para a producdo de hidrolisado. O
processo autolitico produziu um ingrediente com uma caracterizacdo promissora, uma
vez que é observada uma porcentagem alta de pequenos peptideos. A falta de
palatabilidade prejudicou o desenvolvimento dos animais. Tecnicas de processamento
para retirada do amargor necessitam ser estudadas e realizadas com esse ingrediente. A
falta de palatabilidade ndo deve ser encarada como motivo de inviabilizacdo deste
produto. Ao final da pesquisa surgiu a hipotese de que o excesso de lipideos influenciou
na secagem dos hidrolisados fazendo com que o processamento de secagem possa ter
contribuido para piora do sabor. Porém esta hipOtese necessita ser investigada. A
fisiologia e 0 metabolismo das trutas foram influenciados pelo consumo, fazendo com
que seja dificil concluir as interferéncias nutricionais projetadas pelos hidrolisados.
Entretanto as alteragdes na atividade das proteases alcalinas demonstram que 0s
hidrolisados podem ser favoraveis ao desenvolviemento das trutas arco-iris. Dessa
forma, os hidrolisados podem ser promissores, mas futuros estudos sem a influencia da

palatabilidade necessitam ser realizados.
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