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RESUMO

LEITE, S. B. P. Efluentes do processamento de Minced de tilapia reaproveitados como
coprodutos com atividade antioxidante e para uso como meio de cultura em
bioprocessos. 2016. 106p. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

A &gua residual do processamento do Minced de tilapia (Oreochromis niloticus) € descartada
sem qualquer aproveitamento, constituindo um efluente de potencial impacto ao ambiente. O
objetivo desse estudo foi avaliar este efluente, caracterizar sua fracdo proteica, verificar seu
potencial antioxidante e sua eficiéncia como meio de cultura para o crescimento microbiano.
A carne mecanicamente separada (CMS) de tilapia foi submetida a operacdo de clarificacdo
em agua destilada a 10°C, na proporcao 1:3, processo que se constituiu em homogeneizagéo
por 3 min, repouso por 3 min, sendo o Minced acondicionado e prensado em tecido de
algodao esterilizado para drenagem da agua residual. O efluente gerado pela etapa de lavagem
do Minced apresentou 8854,5 mgO,/L de DQO e 4656,88 mgO,/L de DBO, valores
considerados elevados dentre os padrdes de qualidade, devido ao alto teor de matéria
organica. O efluente foi submetido a centrifugacdo e a fracdo aquosa foi liofilizada, sendo
designada de peptona e submetida a anéalise eletroforética que apresentou maior concentracdo
de proteinas na faixa de 47-60 kDa. A atividade antioxidante foi avaliada em diferentes
concentragfes utilizando ensaios in vitro como o método do radical 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazoline-6-acido sulfénico) (ABTS) e 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), sendo
que, em ambos, o aumento da atividade antioxidante acompanhou a concentracdo. Com
destaque para o extrato 15 mg/ml que propiciou 46,23% de inibicdo do radical ABTS, e
83,22% em DPPH. Em relagdo ao teste de efetividade, foram comparadas peptonas
comerciais e a peptona da agua residual liofilizada, sendo avaliada a curva de crescimento
pela densidade dptica, producdo de biomassa e detec¢do por plagueamento da Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. A performance obtida nas peptonas da agua residual foram
superiores as comerciais, evidenciando o vantajoso reuso desse efluente como coproduto
destinado ao cultivo de microrganismos. O desempenho do peptideo residual permite que se
recomende 0 Seu uso por parte das empresas que buscam a ecoeficiéncia.

Palavras-chave: Agua residual; Minced; Aminoécidos; Peptideos; Atividade antioxidante;
Peptona; Crescimento microbiano; Oreochromis niloticus.






ABSTRACT

LEITE, S. B. P. Effluent of processing Minced tilapia reutilized as co-products with
antioxidant activity and for use as culture medium in bioprocesses. 2016. 106p.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2016.

The wastewater of minced tilapia (Oreochromis niloticus) processing is discarded without any
use, constituting a effluent of potential impact on the environment. The aim of this study was
to evaluate this effluent, characterize its protein fraction, verify its antioxidant potential and
its efficiency as a culture medium for microbial growth. Mechanically separated meat (CMS)
tilapia was submitted to clarification operation in distilled water at 10°C in a 1:3 ratio, a
process that constitutes homogenizing for 3 minutes, rest for 3 minutes, and the minced
packed and compressed in a sterilized cotton fabric for drainage of wastewater. The effluent
generated by the minced washing step showed 8854.5 mgO, / L of COD and 4656.88 mgO, /
L BOD, values considered among high quality standards due to the high content of organic
matter. The effluent was subjected to centrifugation and the aqueous fraction was lyophilized,
and designated peptone and subjected to electrophoresis analysis showed a higher
concentration of proteins in the 47-60 kDa range. The antioxidant activity was evaluated at
different concentrations using in vitro assays such as radical method 2,2-azinobis- (3-
sulphonic acid 6-etilbenzotiazoline) (ABTS), and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH),
wherein, in both the increased antioxidant activity followed the concentration. Especially the
extract 15 mg / ml which provided 46.23% inhibition of ABTS radical, and 83.22% in DPPH.
Regarding the effectiveness test, they were compared to commercial peptones and peptone
lyophilized wastewater, assessing growth curves by optical density biomass production by
plating and detection of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The performance
achieved in peptones wastewater were higher than commercial, showing the beneficial reuse
of the effluent as a co-product intended for microorganisms cultivation. The performance of
the residual peptide allows recommending its use by businesses seeking eco-efficiency.

Keywords: Wastewater; Minced; Amino acids; Peptides; Antioxidant activity; Peptone;
Microbial growth; Oreochromis niloticus.
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1 INTRODUCAO

A contribuigdo da aquicultura para o abastecimento mundial de pescado chegou a 41%
em 2012 e a projecdo para 2022 é de cerca de 85 milhdes de t (FAO, 2014). A tilapia
(Oreochromis niloticus) é a segunda espécie de importancia na aquicultura mundial e a
primeira em volume de producdo no Brasil, com boa aceitagdo no mercado consumidor,
destacando-se das demais espécies, por apresentar crescimento rapido (BRASIL, 2013).

Segundo a FAO, o consumo mundial, per capita, de pescado quintuplicou nos ultimos
40 anos, com projecdo de demanda global até 2030, da ordem de 151,7 milhdes t de pescado,
favorecendo, consequentemente, a geracao e acumulo de residuos (FAO, 2013).

Cerca de um terco do total da producdo mundial de pescado se constitui em residuos.
Mais de 50% dos residuos gerados no processamento do pescado sdo descartados no ambiente
sem qualquer tratamento (JUN et al., 2004).

O rendimento do processamento € baixo, particularmente quando é realizada a
filetagem prévia ao congelamento, e cerca de 60% do pescado utilizado como matéria prima
ndo € aproveitado. Souza e Maranhdo (2001) avaliaram o rendimento de tilapias
(Oreochromis niloticus) que possuiam peso corporeo entre 300 e 400 g e entre 401 e 500 g; 0s
resultados apresentaram 36,45% de rendimento médio em filés e 76,89% de rendimento
médio em espinhaco (carcaca sem cabeca). O reaproveitamento da carne aderida ao espinhaco
pela acdo mecénica de desossadora da origem a CMS - carne mecanicamente separada
(PESSATTI, 2001).

A partir da CMS ¢ obtido o Minced, no qual € realizada a etapa de lavagem para
clarificacdo do tecido muscular, caracterizada como a primeira etapa de isolamento das
proteinas musculares hidrossoluveis do pescado (LANIER, 1986; OETTERER, 2006).

O ndmero de ciclos de lavagem e o volume de &gua utilizada dependem da espécie e
do tipo de produto final desejado (PARK; LIN, 2005). Assim, ha indUstrias que adotam a cada
ciclo de lavagem a relagdo agua:tecido muscular de 3:1, como também 9:1, repetindo o
mesmo ciclo de trés a quatro vezes, favorecendo o arraste de lipideos, pigmentos e
substancias odoriferas (AFONSO; BORQUEZ, 2002; SATO; TSUCHIA, 1992) e,
principalmente, assegurando a completa remocdo das proteinas sarcoplasmaticas (PARK;
MORRISSEY, 2000).

Aliado a isso, estudos tém demonstrado que o reaproveitamento de residuos de
pescado, via hidrolise de proteinas musculares, gera como coprodutos substratos de fonte
nitrogenada que podem subsidiar o crescimento de microrganismos, sendo assim, uma
alternativa viavel as peptonas convencionais (ASPMO; HORN; EIJSINK, 2005; CLAUSEN,;
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GILDBERG; RAA, 1985; DUFOSSE; DE LA BROISE; GUERARD, 2001; GILDBERG;
BATISTA; STROM, 1989; HAARD, 1995; VIEIRA et al., 2005).

Assim, devido ao potencial proteico existente na agua residual, a pratica do reuso
podera trazer vantagens econémicas para as industrias processadoras de Minced, como a
elaboracdo de coprodutos de alto valor agregado que aumentem a receita da industria; e
permitam o aproveitamento de energia e a mitigacdo de problemas ambientais, evitando o
desperdicio de agua e a geracdo de efluentes ricos em carga organica (BORGHESI,;
ARRUDA; OETTERER, 2008; FERRAZ DE ARRUDA et al., 2006).

1.1 Objetivos

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade ambiental da &gua residual de
Minced de tilapia (Oreochromis niloticus), promover o fracionamento deste efluente e
caracteriza-lo por meio da extracdo de peptideos, analise da capacidade antioxidante e do seu
potencial como fonte de nitrogénio para cultivo de culturas microbianas. Havendo o
reaproveitamento da agua residual em coprodutos sera possivel classificar a empresa como

eco eficiente.
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2 EFLUENTES INDUSTRIAIS DE PESCADO E SEU POTENCIAL PROTEICO
COMO PEPTIDEOS BIOATIVOS

RESUMO

O consumo de agua potavel é imprescindivel em industrias de alimentos, principalmente, em
industrias de processamento de pescado, e particularmente no processamento do Minced,
quando as sucessivas etapas de lavagem e extracdo de proteinas sarcoplasmaticas descartam
efluentes de elevada concentragdo proteica. Esta revisdo trata dos recursos hidricos e da
geracdo de A&guas residuais no processamento de pescado, bem como informa as
caracteristicas e propriedades das proteinas e peptideos de pescado. Vérias possibilidades e
métodos de extracdo de peptideos antioxidantes e peptonas sdo apresentadas, assim como as
caracteristicas destes componentes sugerindo adoc¢do destes coprodutos na linha de producéo
do Minced.

Palavras-chave: Agua; Efluentes industriais; Minced; Proteinas de pescado; Peptideos
antioxidantes; Peptonas; Peptideos bioativos.
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2 INDUSTRIAL WASTEWATER OF FISH AND ITS POTENTIAL PROTEIN AS
BIOACTIVE PEPTIDES

ABSTRACT

The consumption of drinking water is essential in the food industry, especially in fish
processing industries, and particularly in processing minced, when successive washing steps
and extraction of sarcoplasmic proteins discard high protein concentration effluents. This
review deals with water resources and generation of wastewater in the fish processing and
informs the characteristics and properties of proteins and fish peptides. Several possibilities
and methods of extraction of antioxidants of peptides and peptones are presented, as well as
the characteristics of these components suggesting the adoption of these co-products in
Minced production line.

Keywords: Water; Industrial effluents; Minced; Fish protein; Antioxidant peptides; Peptones;
Bioactive peptides.



22



23

2.1 Introducao

O aumento da populacdo mundial, somado & crescente demanda por alimentos, 0s
multiplos usos da agua e a utilizacdo dos recursos naturais sdo fatores que influenciam a
disputa por recursos hidricos e o surgimento de conflitos entre as populagdes (MIERZWA,
2002).

A demanda nacional de consumo de &gua potével por vazdo, em 2014, foi de
1.209,64m%/s, sendo os principais setores responsaveis pelo consumo hidrico a agricultura, o
uso doméstico, e a industria (ANA, 2015). Embora o setor industrial seja o terceiro
consumidor desse volume hidrico, esta diretamente relacionado aos problemas de escassez de
agua, devido a poluicdo de corpos hidricos com o despejo de diversas substancias altamente
estaveis e persistentes que ficam retidas no meio ambiente (MIERZWA, 2002).

Nas industrias de pescado, além do descarte de consideravel quantidade de residuos
solidos como pequenos pedacos de tecido muscular, escamas, nadadeiras, cabecas, conchas,
carcacgas, visceras e pele; é também gerada, a agua residual resultante das operacfes de
assepsia da matéria prima na recepcdo, escaldamento, cozimento, resfriamento e da
higienizacdo dos equipamentos e utensilios em cada troca de turno (MATOS, 2004;
SUCASAS, 2011).

Durante o processamento do Minced e Surimi séo efetuados sucessivos ciclos de
lavagem para a retirada das proteinas sarcoplasmaticas que, além de conferir coloracdo ao
tecido muscular, impedem a estabilidade e a formacdo de gel. Geralmente, em industrias
processadoras de Minced, sdo adotados 2 ciclos de lavagem, com propor¢do agua:tecido
muscular de 2L:1kg (PARK; LIN, 2005), assim, para obtencdo 1 t de Minced sdo gastos 4 mil
litros de agua potavel. A concentracdo de proteinas soliveis em &guas residuais de Minced, no
primeiro ciclo de lavagem, pode variar de 2 a 8g.L™, representando cerca de 30% da proteina
presente na CMS (WATANABE et al., 1982).

Estudos relatam a extracdo de peptonas a partir de proteinas musculares de pescado e
sua eficiéncia como fonte de nitrogénio para o crescimento de microrganismos (HAARD,
1995), bem como, identificaram peptideos bioativos que atuam como agente
imunomodulador, anti-hipertensivo e anti-tromboético (KIM; MENDIS, 2006) e, ainda,
evidenciaram o potencial antioxidante de hidrolisados proteicos de residuos de pescado, com
atuacdo em diferentes sistemas oxidativos (RAJAPAKSE et al., 2005).

A transformacdo de residuos industriais de pescado em novos produtos propicia

vantagens econdmicas com o0 aproveitamento de energia, reducdo de custos operacionais e a
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mitigacdo de problemas ambientais (BORGHESI; ARRUDA; OETTERER, 2008; FERRAZ
DE ARRUDA et al., 2006).

Neste contexto, esta revisdo objetiva apresentar informacfes sobre a geracdo de
efluentes em industrias processadoras de pescado e o processo de extracao da agua residual do
Minced, caracterizar as proteinas e peptideos, deste residuo, apresentar as suas propriedades
bioativas e antioxidantes, e discutir a elaboracéo da peptona de pescado como coproduto.

2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Recursos hidricos

2.2.1.1 Poluicdo aquética

A origem dos nutrientes presentes na agua € influenciada, principalmente, por trés
fatores: escoamento superficial e/ou erosdo de dareas agricolas fertilizadas; erosdo por
desmatamento; e lancamento de &gua residual, de uso doméstico e industrial (FUNASA,
2003).

O despejo inadequado de dejetos nos rios e mananciais propiciam a proliferacdo de

algas azuis ou cianobactérias, que se desenvolvem principalmente em locais de elevados
niveis de nutrientes, como nitrogénio e fésforo, podendo produzir toxinas prejudiciais a saide
humana e aos animais silvestres que se utilizam desta 4gua (BRASIL, 2005). As toxinas
provenientes de cianobactérias sdo denominadas cianotoxinas, que agem no organismo de
forma sistémica, como neurotoxinas, citotoxinas, hepatotoxinas e dermatoxinas (CALIJURI;
ALVES; SANTQOS, 2006).
Com a decomposicéo da matéria organica é favorecido o crescimento de algas toxicas em
excesso, que tambem causam alteragdes na estrutura do ecossistema, pois alguns peixes se
alimentam dessas algas, que por estarem presentes no segundo nivel tréfico podem causar
mortalidade em massa na cadeia alimentar, caracterizando dessa forma, a problematica do
processo de eutrofizacdo (BONSDORFF et al., 1997; RIEGMAN,1995).

Ademais, a reducdo de oxigénio dissolvido na agua causa detrimento de espécies
aquaticas aerdbias e aumenta a populacdo de organismos anaerobicos, favorecendo a hidrolise
proteica e de compostos nitrogenados presentes nos efluentes. Os produtos do metabolismo

desses compostos promovem a liberacdo de sulfureto de hidrogénio, amoniaco e metano;
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todas estas moléculas sdo poluentes toxicos ao ecossistema, mesmo em baixas concentracdes
(BONSDORFF et al., 1997; RIEGMAN,1995).

Em ambientes marinhos, outros fatores que contribuem para a poluicdo sdo as
propriedades fisicas dos compostos, especialmente, a lipofilicidade, pressdo de vapor e
estabilidade quimica. Como exemplo, tem-se 0s compostos organoclorados que quando
fixados em um determinado local passam a ser bioacomulados durante a cadeia alimentar
(WALKER et al., 2006).

Os sedimentos encontrados no fundo de lagos, rios e oceanos, tém influéncia direta em
espécies que vivem nas profundezas, em razdo de sua composi¢do organica e inorganica.
Entretanto, o despejo indevido de compostos orgéanicos poluentes favorece a adesdo dessas
particulas ao sedimento, o que limita a mobilidade, disponibilidade e troca dos compostos
naturais antes presentes, afetando os organismos que vivem no fundo do oceano (WALKER
et al., 2006).

O processo de remocdo do poluente depende da natureza do produto quimico, dos
tipos de ligacdo na superficie da molécula, da forca de ligacdo, dos produtos que podem ser
formados na reacdo, além da temperatura, pH, e do oxigénio presente na dgua (WALKER et
al., 2006).

Dessa forma, o conhecimento da composicdo da agua residual do processamento de
pescado € necessario para efetiva protecdo do ecossistema, como também, para garantir a
sustentabilidade do setor produtivo do pescado. Conforme relatado por Islam et al. (2004), a
maioria dos residuos de pescado sdo despejados na proximidade de dguas costeiras por meio
de canais e, dessa maneira, poluem e sobrecarregam os ecossistemas naturais com fertilizacao
indesejada; além de diminuirem drasticamente as chances de recuperacdo do ambiente

aquatico.

2.2.1.2 Escassez

A deficiéncia em recursos hidricos deixou de ser episddica e de ocorrer in loco; e,
atualmente, é um real problema de dificil solu¢do. De acordo com a Organizacdo das NacGes
Unidas, a escassez de agua ja afeta todos os continentes, sendo 1,2 bilhdes de habitantes que
vivem em regides de escassez, e outros 1,6 bilhdes que enfrentam o problema devido a
escassez de agua econdmica (paises com baixos investimentos na infraestrutura de redes de
abastecimento). O consumo de &gua cresce duas vezes mais que 0 aumento da populacéo, e a
projecdo para 0 ano de 2025 é a de que 1,8 bilhdes de pessoas estardo vivendo em paises ou

regibes com absoluta escassez de dgua (ONU, 2006).
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No Brasil, a 4gua tornou-se um recurso cada vez mais escasso nas grandes regides
metropolitanas e industrializadas, em razéo de diversos fatores como a demanda excessiva,
ocupacdo desordenada de areas urbanas, poluicdo de mananciais, mau gerenciamento do
volume nos reservatorios e baixo indice pluviométrico. A tendéncia é a de que consumidores
possam captar apenas 0 necessario, e que as industrias que geram efluentes poluidos paguem
pela quantidade descartada, segundo o conceito de “usudrio poluidor pagador” (BRASIL,
1997).

Dentre as normas vigentes no Brasil concernentes aos recursos hidricos esta a Politica
Nacional de Recursos Hidricos (Lei n°® 9.433/97) que apresenta as normas e 0s procedimentos
gerais para o gerenciamento de recursos hidricos, como os instrumentos de gestdo de
enquadramento e classificacdo dos corpos hidricos estabelecidos pela Resolucio CONAMA
n° 20/86. Outra norma é a Resolucdo n® 357/05, que atualiza a Resolucdo n° 20/86, e dispde
dos padrdes de qualidade de cada recurso hidrico, além da padronizacdo do langcamento de
efluentes de acordo com o corpo receptor (BRASIL, 2005; GRANZIERA, 2014).

Em ambito estadual, as normas gerais apresentam algumas especificacdes, sendo de
responsabilidade dos érgdos fiscalizadores de cada estado da Unido, verificar o cumprimento
das leis. Contudo, em alguns casos a lei ndo é efetiva devido a falta de fiscalizacdo, realidade
ainda mais frequente em estados da nacdo com reduzido nimero de agentes ambientais
(GRANZIERA, 2014).

A relacdo desproporcional entre a demanda e a disponibilidade de agua converge para
um quadro de estresse hidrico, a exemplo, a crise que atingiu o Estado de Sdo Paulo e
apresentou ao pais a problematica na seguranca hidrica, na capacidade de reserva e no acesso
aagua (ANA, 2014).

Assim, a procura por fontes alternativas de agua, via reutilizacdo de aguas residuais,
aguas salobras e aguas do mar, serdo questdes prementes nas proximas décadas devido a
escassez e/ou dificuldade para acessar fontes tradicionais de agua (BRUGGEN;
VANDECASTEELE, 2002).

2.2.1.3 Reutilizacéo

A adesdo as técnicas de reutilizagdo da agua e a diminuicdo do desperdicio na
agricultura, inddstria e em domicilio, bem como, a implementacdo de projetos de conservacéo
aos mananciais terdo maior destaque nas proximas décadas (ANA, 2014).

De acordo com a Agéncia Nacional de Aguas, em relatério divulgado em 2013, o setor

industrial é considerado o terceiro maior do pais em retirada de vazéo de agua dos rios, € 0
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quarto em relacdo ao consumo (ANA, 2013). Como exemplo, em inddstrias quimicas e
alimenticias o consumo de &gua potével representa aproximadamente 50% do volume total
utilizado em todas as etapas de producdo (CASANI; ROUHANY; KNOCHEL, 2005).

O conceito de reutilizacdo da agua residual ainda é relativamente novo, porém ja é
aplicado em algumas industrias para as etapas de limpeza, abastecimento de sanitarios, agua
para caldeiras, sistemas de resfriamento, e para uso como potavel apds ser purificada
(WALHA et al., 2008). Entretanto, no Brasil ainda ndo é permitido o reuso da agua para fins
potaveis, de acordo com a Resolucdo n°® 54/2005 e a Resolucdo n° 430/2011 do Ministério do
Meio Ambiente (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011).

Matsumura e Mierzwa (2008) apresentaram estudo com industrias de abate e
processamento de aves que, diariamente, sdo responsaveis pelo consumo de 2.621,71m? de
agua potavel. Com a identificacdo das falhas operacionais e perdas fisicas por vazamentos e
desperdicios, e apds a adogdo de medidas corretivas, foram alcancados 29,3% de reducédo de
consumo de 4gua e um aumento de 41,4% da produgdo.

A tendéncia € montar um sistema de tratamento acoplado as etapas de processamento
da indastria, com a juncdo de tecnologias que permitem o abastecimento e tratamento de
aguas residuarias em circuito fechado (CASANI; KNOCHEL, 2002). Assim, nas Ultimas
décadas destaca-se o interesse de pesquisas voltadas aos sistemas alternativos de tratamento
de matéria orgénica, como o uso de sistemas bioldgicos de tratamento anaerdbicos ou
aerobicos; e adicionalmente a combinacdo com tratamentos com membranas ultra e
nanofiltrantes ou osmose reversa (LEFEBVRE; MOLETTA, 2006).

A introducdo desse sistema favorece a reducdo de custos, diminui¢cdo do consumo de
agua, e, por conseguinte, a reciclagem das aguas residuais (CASANI; KNOCHEL, 2002) sem
comprometer a qualidade e higiene do produto final (CHOWDHURY; VIRARAGHAVAN,;
SRINIVASAN, 2010).

2.2.2 Industrias processadoras de pescado, descartes e consumo de dgua

Cerca de 30-40% da produgédo pesqueira mundial sdo consumidos in natura ou no
“estado de frescor”, apenas sob a acdo do gelo; os 60-70% restantes sdo processados para
consumo humano e outros fins (CARAWAN, 1991; PARK; MORRISSEY, 2000). Em vista
do crescimento da aquicultura surgiram novas industrias processadoras de pescado.
Considerando o reduzido rendimento e aproveitamento do pescado, a medida que sao
processadas elevadas quantidades, sé@o produzidos grandes volumes de material residual
(SUCASAS, 2011).
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Aliados ao baixo aproveitamento encontram-se a falta de informacdo, fiscalizagéo
inadequada e 0 ndo cumprimento dos requisitos estabelecidos pela legislacdo ambiental. Este
somatorio de aspectos indesejaveis contribui para o agravamento dos problemas ambientais,
sanitarios e econdmicos ja caracteristicos da cadeia produtiva do pescado no Brasil
(GRANZIERA, 2014; OETTERER, 2002).

Apesar da tendéncia recente de transformagfes de residuo em coprodutos, ainda séo
descartadas consideraveis quantidades de efluentes do processamento (ISLAM et al., 2004).
Comparados ao esgoto domestico, os efluentes das indastrias de pescado chegam a ser até 10
vezes mais concentrados em quantidade de matéria organica (CHOWDHURY;
VIRARAGHAVAN; SRINIVASAN, 2010; MAUDIN; SZABO, 1974).

O residuo de pescado apresenta elevada quantidade de matéria organica, com destaque
para sua composicdo proteica, que representa cerca de 58% do residuo (ESTEBAN et al.,
2007). Em plantas de processamento de pescado os efluentes séo caracterizados, em sua
maioria, pela elevada demanda bioldgica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio
(DQO), sdlidos suspensos totais (SST), dleo e gordura (FOG), matéria organica e nutrientes,
como nitrogénio e fésforo (CHOWDHURY; VIRARAGHAVAN; SRINIVASAN, 2010;
INTRASUNGKHA; KELLER; BLACKALL, 1999; ISLAM et al., 2004; PALENZUELA-
ROLLON et al., 2002; SIKORSKI, 1990).

Nas industrias de processamento de pescado em geral, as etapas de processamento que
utilizam agua sdo: filetagem, resfriamento, lavagem, fermentacdo, conservacdo e defumacao;
com destaque para os frigorificos, que geram efluentes de elevado conteddo organico,
podendo apresentar de 5 a 12% de proteinas (AFONSO; BORQUEZ, 2002; CHOWDHURY;
VIRARAGHAVAN; SRINIVASAN, 2010; PALENZUELA-ROLLON, 1999; SIKORSKI,
1990).

As industrias processadoras de pescado sdo caracterizadas pelo elevado volume de
agua consumido durante as etapas tecnologicas, gerando ao final uma alta quantidade de agua
residual rica em materia organica e compostos minerais (como o cloreto de sodio) (DROST et
al., 2014).

Uma determinada unidade processadora de pescado com capacidade de 100 t.peixe.h™
pode gerar diariamente, 10 a 40 m*.h™ de efluentes, sendo que cerca de 0,5 a 2,0g.L™* desse
efluente equivalem a matéria proteica dependendo da espécie de pescado (AFONSO;
FERRER; BORQUEZ, 2004).

Em um dos paises de maior atividade pesqueira, o Chile, as indlstrias em regides

proximas a cidade de Concepcidn apresentaram um descarte anual de 55.900 t de matéria
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organica, que é proporcional ao efeito poluidor de 1,5 milhdo de habitantes. Nessa regi&o, o
processamento de pescado é de 100 t.h™, e o descarte de material organico representa 13 a 39
kg de DQO.t* (ASPE; MARTI; ROECKEL, 1997).

O conteudo da agua residual varia conforme a industria e o efluente pode ser
classificado de acordo com o potencial poluidor, sendo baixo nas operagdes de lavagem,
médio na filetagem, e alto na &gua residual proveniente da etapa de sangria. Efluentes da
evisceracdo e sangria podem propiciar elevada DQO (CARAWAN, 1991; CHOWDHURY;
VIRARAGHAVAN; SRINIVASAN, 2010; KUCA; SZANIAWSKA, 2009; ISLAM et al.,
2004).

A agua residual pode ser gerada nas seguintes situacoes:

- Agua do mar que é trazida por meio da despesca. Em descarregamentos de 1-10m>.t™ de
pescado, sdo despejados 200m*.h™ de 4gua do mar, considerando uma indGstria com
capacidade de 100 t de pescado.h™. Além disso, essa 4gua tem elevada carga organica com
uma DQO de 7 a 49g O, I™;

- Efluentes gerados ao longo da producdo de farinha de peixe, com taxas de fluxo de 20-
40m*h? para inddstrias de 100 t de pescado.h™, e que contém carga organica
consideravelmente alta. Assim, antes do descarte, a taxa de fluxo total deve ser de 1000-1200
m>.h™ e com DQO de 3 a 9g O,.1™;

- Efluentes gerados na producdo de Surimi (produto obtido a partir do Minced). A &gua
residual proveniente do processamento do Surimi possui elevada concentracdo proteica e de
forma semelhante a producdo da farinha de peixe, necessita de grande quantidade de agua
para a lavagem. Sdo gastos cerca de 27m? de 4gua por tonelada de Surimi produzido. Devido
ao material proteico, compostos graxos, vitaminas, aminas, pigmentos e enzimas arrastadas na
lavagem do musculo do pescado, esse efluente possui elevada carga organica, e apresenta-se
turvo, com coloragio amarelo esverdeada e odor forte e desagradavel (AFONSO; BORQUEZ,
2002; DEL-VALLE; AGUILERA, 1990; OMIL; MENDEZ; LEMA, 1995).

Em relacdo ao nivel de periculosidade, Afonso e Borquez (2002) afirmaram que
nenhum dos efluentes supracitados possui substdncias toxicas e/ou substancias
potencialmente cancerigenas, quando comparados aos encontrados nos efluentes urbanos e em
outros efluentes industriais; porém, se descartados incorretamente e descontroladamente, em
grandes volumes, podem causar sérios impactos ambientais.

Diante deste cenério, esta o desafio para as industrias processadoras: harmonizar a
relagdo entre a produgdo de bens e servicos, juntamente com um crescimento sustentavel,
tanto econémico como social (SUCASAS, 2011).
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2.2.2.1 Alternativas para recuperacao da dgua e de proteinas

Devido as perdas econdémicas com gastos energéticos, excessiva geracdo de efluentes,
acOes punitivas da legislacdo e pressdo social frente a responsabilidade ambiental
(BARBOSA et al., 2010); tém sido investigadas novas tecnologias para recuperacao parcial
ou integral de moléculas de interesse presentes nos efluentes industriais. Um dos exemplos é a
aplicacdo de membranas filtrantes (WALHA et al., 2008).

Concernente a isso, em estudo realizado em uma industria processadora de filés de
arenque do atléantico (Clupea harengus), foi avaliada a eficiéncia de membranas ultrafiltrantes
e realizado o monitoramento da qualidade da agua de salmoura a ser reutilizada no
processamento. Como resultado, os autores relataram a eficiéncia do processo de separacao,
que possibilitou a eliminacdo de parte consideravel da matéria organica e contaminantes
microbioldgicos, além de demonstrar que a recirculacdo da agua para a salmoura obedecia aos
requisitos estabelecidos para a garantia da qualidade e seguranca do produto final do sistema
APPCC (DROST etal., 2014).

Outro exemplo da eficiéncia dessa técnica estd no estudo realizado por Huidobro,
Montero e Borderias (1998), em que a ultrafiltracdo foi utilizada para recuperar as proteinas
perdidas durante a etapa de lavagem do Minced de sardinha (Sardina pilchardus). Apds a
extracdo, 0s autores sugerem a reintrodugdo dessas proteinas ao produto final, ou o reuso
como ingredientes destinados a industrias farmacéuticas e alimenticias, em que a proteina é a
principal matéria prima.

Outras tecnologias, apesar de ainda incipientes, também sdo opcdes para
aproveitamento de efluentes e a transformacdo destes em coprodutos de valor agregado.
Manetti et al. (2011) realizaram tratamento de agua residual de processamento de pescado,
associando tratamentos bioldgicos, com cianobactérias, e quimicos, com controle do pH. Na
condicdo de 300mg.L™ de cloreto férrico e pH 7,0, os autores obtiveram a maxima eficiéncia
para a remocao de impurezas (93% de solidos suspensos, 97% de turbidez, 85% de DQO).

Em trabalho realizado por Kanjanapongkul et al. (2009), as proteinas sarcoplasmaticas
presentes na agua residual gerada no processamento de Surimi foram submetidas ao processo
de extracdo 6hmico e obtiveram eficiéncia de 60% de coagulacdo de proteina, nas seguintes
condicdes: intensidade do campo elétrico 30V.cm™, velocidade de fluxo de 100ml.min™ e
temperatura de 60-70°C. Dessa forma, os autores relataram diminui¢do da DBO no efluente.

A mudanca do pH também pode ser considerada como um processo de separa¢do das

proteinas presentes na agua residual de Surimi. Bourtoom et al. (2009) verificaram melhores
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resultados para precipitacdo de proteinas de Surimi do peixe nemipteridae (Nemipterus
hexodon), com a adicdo de solvente organico na proporcdo de 60g de etanol / 100g de agua
residual. A solubilidade minima de proteinas foi realizada em pH 3,5, sendo observado que o
aumento da  temperatura diminuia a solubilidade. Os autores também sugerem a
caracterizacdo das proteinas extraidas em cada ciclo de lavagem, sugerindo que estas
poderiam ser recuperadas e direcionadas a indudstria de alimentos para a elaboracgdo de filmes
comestiveis, emulsificantes e agentes formadores de espuma.

Para extracdo das proteinas descartadas nos ciclos de lavagem do Surimi, Wibowo et
al. (2007) ajustaram o pH da &gua residual para 6, e adicionaram quitosana complexada a
anios de alginato. Os autores testaram seis tipos de amostras de quitosana, com desacetilacao
e pesos moleculares diferentes, e uma amostra comercial. Como resultado, a concentracao
mais baixa da amostra de quitosana obteve resultado cinco vezes mais elevado quando
comparada a amostra comercial. A melhor resposta foi encontrada na amostra de quitosana
com 94% de desacetilagdo e peso molecular de 1,5x10° Da, que propiciou 79-86% de
adsorcéo das proteinas (WIBOWO et al., 2007).

2.2.3 CMS e Minced

A CMS é obtida pela retirada do tecido muscular separado dos 0ssos e da carcaca,
através de uma acdo mecanica da desossadora, sendo a massa muscular resultante,
posteriormente congelada por processos rapidos ou ultra-rapidos (PESSATTI, 2001).

A partir do CMS ¢ obtido o Minced, que caracteriza a primeira etapa de isolamento ou
o fracionamento das proteinas presentes no pescado (OETTERER, 2006). Para isso, €
realizada a lavagem ou a clarificagdo da CMS que proporciona a remo¢do de pigmentos,
proteinas soluveis, enzimas, parte dos lipideos e componentes flavorizantes, conferindo
estabilidade a biomassa (HULTIN et al., 2005; LANIER, 1986; PARK; LIN, 2005;
VENUGOPAL, 2009).

Utilizando o Minced como matéria prima podem ser elaborados produtos como
Nuggets, Fishburgers, Fishfinger, andlogos, Quenelles, entre outros. Em estudo realizado com
Minced de tilapia, as caracteristicas fisicas do produto permaneceram estaveis, quando
armazenado a temperatura de -18°C por 180 dias, apresentando 100% de aceitabilidade
sensorial. Desse modo, além de serem produtos duradveis, atendem as necessidades dos
consumidores, como conveniéncia e praticidade (BISCALCHIN-GRYSCHEK; OETTERER,;
GALLO, 2003; ANGELINI et al., 2013).
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Para a obtencdo do Minced, a CMS de pescado é lavada com agua potavel refrigerada,
sendo o numero de ciclos de lavagem determinado conforme a qualidade requerida ao produto
final (PARK; LIN, 2005). O emprego de agua refrigerada esta relacionado a sensibilidade das
proteinas a elevadas temperaturas. Assim, em condi¢Ges de altas temperaturas, proteinas
sarcoplasmaéticas se aderem as proteinas miofibrilares, impedindo a formacdo de um gel de
alta estabilidade, acarretando diminuicéo na capacidade de retencdo de dgua (SUZUKI, 1987).
Em decorréncia das baixas temperaturas, ocorre relaxamento da estrutura sarcoplasmatica,
possibilitando a interacdo com a agua (PENNEY; GOLDSPINK, 1980).

A quantidade de agua adicionada na operacdo de lavagem ou clarificagdo, o tempo de
contato com o tecido muscular e 0 nimero de ciclos de lavagem variam de acordo com a
matéria prima e a finalidade do processo, visando um determinado produto (PARK; LIN,
2005).

Assim, os primeiros Surimis desenvolvidos na década de 1990 utilizavam propor¢oes
de &gua e Minced muito elevadas, como 5:1 ou 10:1 em até 3 a 4 lavagens. Park e Lin (2005)
relatam processamentos em que foram gerados até 29,1 L de d4gua para cada 1 kg de Surimi
produzido.

O processo de lavagem excessivo causa a perda de umidade do produto, perda de
particulas finas do tecido e de nutrientes sollveis. Em contrapartida, a lavagem insuficiente,
pode resultar em perdas da qualidade do gel durante o armazenamento do produto congelado
(PARK; LIN, 2005).

Visando minimizar o volume de efluente e os custos de producdo é sugerida a

proporcédo de 2 L para cada 1 kg de Minced em dois ciclos de lavagem (PARK; LIN, 2005).

2.2.4 Substratos de crescimento microbiano

O crescimento microbiano é favorecido por meio de cultura rico em energia, contendo
carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre e demais moléculas organicas que sejam digeriveis pelo
organismo. Os meios de cultivo microbiano comercializados para laboratério sdo
denominados meios complexos e sdo elaborados, principalmente, com nutrientes extraidos de
carnes, plantas e leveduras (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A formulacao bésica de um
agar nutriente de bactérias heterotroficas é apresentada na tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Composicdo do agar nutriente de bactérias heterotroficas

Componente Quantidade
Peptona 509
Extrato de carne 3,09
Cloreto de sédio 8,090
Agar 15,0 g
Agua 1L

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012)

Nos meios complexos, a proteina é a principal molécula responsavel pelo
fornecimento de energia, carbono, nitrogénio e enxofre para os microrganismos. Por ser uma
molécula grande e, em alguns casos insoluvel, as proteinas podem ser metabolizadas por
microrganismos que produzem proteases e peptidases extracelulares (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

Com a hidrélise enzimatica ou &cida de proteinas, sdo produzidas cadeias de
aminoacidos mais curtas denominadas peptonas (RENHORAN et al., 2011). A formagdo de
cadeias peptidicas e sua solubilidade sdo caracteristicas vantajosas por serem facilmente
digeriveis pela maioria das bactérias (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

As peptonas podem ser obtidas a partir de matérias primas vegetais como farinha de
soja, levedura e sementes de algoddo; e animais, como carne, gelatina e caseina. O processo
de hidrdlise pode ser enzimatico ou &cido, sendo que a eficiéncia da peptona depende do tipo
de proteina e método hidrolitico empregado (RENHORAN et al., 2011).

A principal caracteristica da peptona é ser fonte de nitrogénio suficiente para subsidiar
0 crescimento bacteriano, sendo considerada peptona de qualidade a que possui quantidade
elevada de nitrogénio, especialmente os presentes em ligacOes proteicas (JOHNSON;
PETERSON, 1974).

Os microrganismos necessitam de nitrogénio organico para seu crescimento, assim sao
incorporados aos meios de cultura, nitrogénio proveniente de hidrolisado proteico,
bactopeptona, triptona e casitona (extraidos da caseina), extrato de carne e levedura (GREEN;
PASKELL; GOLDMINTZ, 1977; VAZQUEZ; GONZALEZ; MURADO, 2004). Segundo
Martone, Borla e Sa&nchez (2005), na formulacdo dos meios de cultura, os compostos
nitrogenados sdo considerados os ingredientes mais onerosos.

Em busca de outras fontes, pesquisadores tém demonstrado que as bactérias crescem
bem em peptonas elaboradas com tecidos de pescado (ASPMO; HORN; ENSINK, 2005;
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CLAUSEN; GILDBERG; RAA, 1985; DUFOSSE; DE LA BROISE; GUERARD, 2001;
GILDBERG; BATISTA; STROM, 1989; VIEIRA et al., 2005), além de apresentarem melhor
desempenho do que as peptonas disponiveis comercialmente. Uma possivel justificativa
reside no fato de que a composicdo dos tecidos de pescado apresenta mais compostos
nitrogenados sollveis, do que a maioria dos outros tecidos biologicos (HAARD, 1995), e
além da elevada quantidade de nitrogénio total, estudos relacionam a eficiéncia a sequéncia de
aminoacidos presentes nos peptideos de pescado (DUFOSSE; DE LA BROISE; GUERARD,
2001; RENHORAN et al., 2011).

2.2.4.1 Peptonas de pescado

Os primeiros relatos do uso de produtos do pescado, ou de espécies subutilizadas, para
a elaboracdo de meios de cultura sdo do final da década de 1940, com a hidrolise dos
muasculos de espécies de pescado, e transformacdo de meio base para o crescimento de
microrganismos anaerébicos (TARR; DEAS, 1949). Logo depois, Snieszko, Griffin e Friddle
(1950) prepararam meio de cultura extraindo peptona a partir da hidrolise do tecido muscular
de truta, e observaram o crescimento do Hemophilus piscium. Os autores apresentaram a
peptona de pescado como uma possivel alternativa de baixo custo para subsidiar o
crescimento de microrganismos. Desde entdo, surgiram varias pesquisas visando testar o
potencial do pescado como matéria prima para elaboracdo de meios de cultura (BEUCHAT,
1974; GREEN; PASKELL; GOLDMINTZ, 1972; GREEN et al., 1973; GREEN; PASKELL;
GOLDMINTZ, 1977; HALE, 1969; HALE, 1972; HALE, 1974, KRISHNASWAMY;
LAHIRY, 1963; PRAZNICK; ROSENBERG, 1973; STEPHENS et al., 1976;).

Geralmente, peptonas destinadas para fins comerciais tém origem bovina ou suina,
extraidas da carne, 6rgdos internos, gelatina e leite (BRIDSON; BRECKER, 1970).
Entretanto, em razdo de surtos de encefalopatia espongiforme bovina e gripe suina, o mercado
tornou-se mais exigente na aquisicdo de matérias primas com certificacdo atestando sanidade,
portanto, buscou-se outras alternativas (WELLS et al., 1987).

Estudos recentes apontam que a peptona de pescado possui melhor desempenho como
substrato, ao sustentar o crescimento e desenvolvimento microbiano por mais tempo, quando
comparados as peptonas comerciais (FALLAH; BAHRAM; JAVADIAN, 2015; GILDBERG
etal., 2010; SAFARI et al., 2011; SARAFI et al., 2012).

Devido as caracteristicas apresentadas pelos hidrolisados proteicos extraidos do
pescado e a variedade de espécies existentes, foram elaborados diversos testes comparando a

eficiéncia das peptonas de residuos em relacéo as peptonas comerciais, sendo utilizados como
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matéria prima os seguintes residuos: visceras (ASPMO; HORN; EIJSINK, 2005; DERAZ et
al., 2011; DUFOSSE; DE LA BROISE; ELLOUZ et al., 2001; GILDBERG et al., 2010;
GUERARD, 2001; HUSIN et al., 2015; VAZQUEZ; GONZALEZ; MURADO, 2004;
VAZQUEZ et al., 2009), tecido muscular (DUFOSSE; DE LA BROISE; GUERARD, 2001;
FALLAH; BAHRAM; JAVADIAN, 2015; GHORBEL et al., 2005; KLOMPONG et al.,
2012; MARTONE; BORLA; SANCHEZ, 2005; TRIKI-ELLOUZ et al., 2003; VIEIRA et al.,
2005), cabega (ELLOUZ et al., 2001; HUSIN et al., 2015; ROBERT et al., 2015; SAFARI et
al.,, 2011; SAFARI et al., 2012; VIEIRA et al.,, 2005), e agua residual (H-KITTIKUN;
BOURNEOW; BENJAKUL, 2012; VAZQUEZ; MURADO, 2008).

Ademais, outras pesquisas realizadas tiveram intuito de avaliar o potencial da peptona
de pescado como meio nutriente para o desenvolvimento de determinado microrganismo e,
posteriormente, quantificaram a producdo de proteases, bacteriocinas, acidos, e outros
substratos de importancia na industria alimenticia e farmacéutica (VAZQUEZ; GONZALEZ;
MURADO, 2004; VAZQUEZ et al., 2009).

Dessa forma, é possivel fechar o ciclo de producdo de alimentos, quando o desperdicio
de alimentos torna a ser utilizado como fonte de nutrientes, e com a reciclagem de residuos ha
valorizagdo dos coprodutos (VAZQUEZ; MURADO, 2008).

2.2.5 Proteinas do pescado

2.2.5.1 Caracteristicas e propriedades

As proteinas sdo 0s componentes funcionais encontrados em maior quantidade na
estrutura das células do corpo. Os aminoacidos sdo precursores de acidos nucléicos,
hormdnios, vitaminas e outras fun¢fes moleculares (VENUGOPAL, 2009).

O mdasculo do pescado é definido como um tecido heterogéneo, composto por varios
tipos de fibras musculares, uma matriz extracelular e sangue. As principais proteinas
presentes no masculo sdo: miofibrilares (60-70%), soltveis em solucBes salinas, formadas
pela actina e miosina e responsaveis pela contragdo muscular; sarcoplasmaticas (20-30%),
hidrossoltveis, proteinas ligadas aos &cidos nucleicos, lipoproteinas, cromoproteinas do
musculo e do sangue; e as proteinas do estroma (2-4%), menos sollveis, constituidas pelo
colageno e a elastina (OETTERER, 2006; OGAWA,; MAIA, 1999; ZAYAS, 1997). Apesar
das proteinas sarcoplasmaticas serem consideradas as mais solUveis do tecido muscular;

algumas proteinas miofibrilares também podem ser removidas com agua (ZAYAS, 1997).
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As proteinas sarcoplasmaticas estdo localizadas no fluido intersticial e intracelular e
sdo constituidas por mais de 100 tipos de proteinas diferentes, sendo que a maioria apresenta
ponto isoelétrico entre pH 6,0 e 7,0, e peso molecular variando entre 10.000 e 100.000 kDa.
As principais proteinas sdo as enzimas glicoliticas que participam do processo de degradacéo
da glicose na célula e representam cerca de 70% das proteinas hidrossollveis; as
parvalbuminas de baixo peso molecular presentes nas espécies de peixes de carne branca,
como a tilapia e merluza, e mioglobina (OGAWA; MAIA, 1999; PARK; LIN, 2005;
REHBEIN, 2009) e a transglutaminase que atua na ligacdo cruzada de moléculas, formando
polimeros tridimensionais de textura firme (LANIER; CARVAJAL; YONGSAWATDIGUL,
2004).

O grupo de proteinas sarcoplasmaticas compreende cerca de 500 proteinas individuais
incluindo enzimas metabdlicas. A maioria das proteinas pertencentes a esse grupo possui
estrutura globular de alta densidade, devido a exposicao de carga polar na extremidade lateral
da cadeia. Um exemplo sdo as mioglobinas, responsaveis pela pigmentacdo da carne
(XIONG, 2004).

Dentre as propriedades fisico-quimicas das proteinas musculares do pescado, séo
atribuidas as proteinas miofibrilares a capacidade de retencdo de agua e de ligacdo entre as
fibras do muasculo, a formacdo da emulsdo de gordura, e atuacdo na textura. As
sarcoplasmaticas realizam a ligagdo com moléculas de agua, coloracdo e emulsdo de gordura;
e 0 colageno atua na retencdo de agua, suculéncia e rendimento do produto (VENUGOPAL,
2009; XIONG, 2004).

As propriedades funcionais de proteinas estdo relacionadas a sua estrutura, como a
sequéncia e composi¢do de aminoacidos, peso molecular, conformacéo, carga distribuida na
molécula e ligacBes cruzadas entre inter e intrapeptideos (CASARIN; CLADERA-
OLIVEIRA; BRANDELLI, 2008; VENUGOPAL, 2009; ZAYAS, 1997); sdo influenciadas
por fatores moleculares como a estabilidade conformacional, flexibilidade, posicdo de
residuos de aminodcidos hidrofobicos e hidrofilicos em estruturas primarias, e fatores
externos, como o pH, forca ibnica, temperatura, e competicdo por adsor¢do com outras
proteinas ou lipideos (VENUGOPAL, 2009).

A solubilidade das proteinas é considerada o principal parametro indicador de sua
funcionalidade, além de ser o primeiro aspecto determinado durante o desenvolvimento de
testes para novos ingredientes proteicos. A solubilizacdo é determinada pela porgdo de
nitrogénio presente na proteina, que é soltvel em condicGes especificas (ZAYAS, 1997).
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A solubilidade é influenciada pela composicdo e sequéncia de aminoacidos, peso
molecular, conformacdo e presenca de grupos de aminoacidos polares ou apolares, das
proteinas; e fatores ambientais: forca i6nica, tipos de solvente, pH, temperatura, agentes
oxidantes e a adicdo de ingredientes ndo carneos (XIONG, 2004; ZAYAS, 1997).

Dessa forma, com a perda da funcionalidade ¢é afetada a solubilidade, capacidade de
ligagdo com a &gua, emulsificacdo e, por conseguinte, a textura e capacidade de retencdo de
agua (XIONG, 2004).

2.2.5.2 Hidrolisados proteicos

A hidrdlise enzimética de proteina de pescado produz um conjunto de aminoacidos
livres, di-, tri-, e oligo-péptidos, o que faz aumentar o nimero de grupos polares e a
solubilidade dos compostos do hidrolisado. Esse fato altera as caracteristicas das proteinas e
melhora sua qualidade funcional e disponibilidade (MULLALLY et al., 1995).

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém apontado a variedade na composi¢do de
aminoacidos de hidrolisados de pescado, em razdo da matéria prima, tipo de enzima, e
condicdes da hidrolise (KLOMPONG et al., 2009).

Os hidrolisados das proteinas de pescado como ingredientes em alimentos auxiliam
nas propriedades estruturais, como capacidade de retencdo de agua, capacidade de absor¢édo
de oleo, solubilidade de proteina, geleificacdo, capacidade de produzir espuma e
emulsificacdo (CHALAMAIAH et al., 2012).

Os aminoéacidos encontrados em maiores quantidades, em hidrolisados de diversas
espécies de pescado, sdo o acido aspartico e o acido glutdmico (BENJAKUL; KISHIMURA,
2012; GHASSEM et al., 2011; KHANTAPHANT; KLOMPONG et al., 2009; WASSWA et
al., 2007; YIN et al., 2010).

Com a hidrolise é possivel obter diversos tipos de peptideos e, assim, grande variedade
de bioatividade, sendo importante o controle do processo para que sejam obtidos o0s
compostos bioativos estabelecidos antes da clivagem proteica (PICOT et al., 2006).

2.2.5.3 Peptideos bioativos

Ha vérias técnicas para isolar os peptideos de pescado: extracdo quimica, com adicéo
de acido ou base; hidrolise enzimatica; fermentacdo microbiana e precipitacdo de proteinas
com adicéo de solucdo salina (URAKOVA et al., 2012).
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Utilizar residuos industriais de pescado como fonte de compostos bioativos, peptideos,
acidos graxos poli-insaturados, hidrocarbonetos e microelementos, é necessario tanto pelos
fatores econdmicos como ambientais (AKIHISA et al., 2004; URAKOVA et al., 2012).

As pesquisas sobre peptideos bioativos tém sido intensificadas devido ao seu potencial
em contribuir para uma nutri¢do saudavel (HARTMANN; MEISEL, 2007). Assim, cientistas
classificaram como “Cryptome”, um subconjunto de proteinas com capacidade de gerar
peptideos bioativos. As proteinas (crypteins) e peptideos (cryptides) dessa classe podem
apresentar propriedades semelhantes ou superiores quando comparadas as moléculas de
origem (PIMENTA; LEBRUN, 2007).

Desse modo, diversos ensaios quimicos e bioldgicos estdo sendo aplicados e
desenvolvidos para rastrear os efeitos e a funcéo regulatoria dos peptideos bioativos no corpo
humano (HARTMANN; MEISEL, 2007). Em estudo farmacoldgico foram avaliados os
efeitos dos peptideos de pescado como agentes anti-hipertensivos, antitumorais,
imunomoduladores, antioxidantes e antimicrobianos (URAKOVA et al., 2012).

Com base nisso, hidrolisados de produtos e coprodutos provenientes de animais
aquaticos podem apresentar boa atividade antioxidante devido a composicdo e sequéncia de
seus peptideos (LEE et al., 2010). No entanto, os testes de bioatividade de hidrolisados
proteicos de pescado sdo realizados na maioria in vitro, sendo entdo, necessarios estudos
detalhados in vivo que possam elucidar os mecanismos de acdo dos peptideos e seus efeitos
fisiologicos (CHALAMAIAH et al., 2012; HARNEDY; FITZGERALD, 2012).

2.2.6 Antioxidantes

A formacdo de radicais livres nas células ou no interior das mitocondrias ocorre
devido as reagdes enddgenas, enzimaticas/nao enzimaticas, ou também em razao das respostas
de estimulos externos e produtos quimicos (SHEU; NAUDURI; ANDERS, 2006). Sendo
inevitavel a presenca de radicais livres em organismos aerébicos em funcdo da respiracao
(KUMAR; NAZEER; JAIGANESH, 2011).

Contudo, espécies reativas ao oxigénio (ERO) andmalas tém sido associadas ao
desenvolvimento do cancer e doencas cardiovasculares, pois sdo gerados descontroladamente
e em quantidade elevada de radicais livres no organismo, que podem ocasionar danos
oxidativos as moléculas de DNA, proteinas e lipideos (SEIFRIED et al., 2007).

A ingestdo de alimentos ricos em compostos antioxidantes é uma alternativa
promissora para a prevencao e tratamento destas doencas (SEIFRIED et al, 2007). De acordo

com a definicdo de Halliwell et al. (1995), antioxidante € uma substancia que, em baixas
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concentracgdes, retarda significativamente ou evita a oxidagcdo de um substrato. Assim, ndo sdo
todas as substancias redutoras envolvidas em uma reacdo quimica que sdo consideradas
antioxidantes, e sim apenas 0S compostos que atuam protegendo o alvo bioldgico
(MAGALHAES et al., 2008).

Na industria alimenticia, sdo utilizados com muita frequéncia antioxidantes sintéticos
butilhidroxianisol (BHA) e o butilhidroxitolueno (BHT) devido a elevada capacidade
antioxidante em comparagdo aos compostos naturais (o-tocoferol e acido ascérbico), porém,
atualmente foram apontados em estudos como o0s provaveis causadores de potenciais riscos a
salde (BOTTERWECK et al., 2000; ITO et al., 1986; SEIFRIED et al., 2007).

Desse modo, a necessidade e a busca por antioxidantes naturais como alternativa ao
uso dos antioxidantes sintéticos, levou ao desenvolvimento de varias pesquisas na ultima
década (LEE et al., 2010).

2.2.6.1 Peptideos antioxidantes de pescado e suas caracteristicas

A partir da hidrolise proteica sdo obtidas diferentes cadeias peptidicas sendo
caracterizados como peptideos antioxidantes aqueles normalmente compostos de 3-16
residuos de aminoacidos (LI et al., 2007). Sendo essa atividade relacionada ao sequestro do
radical oxidante, a inibicdo da peroxidacdo lipidica e a capacidade de quelar ions metélicos
(YOU et al., 2010). A estrutura dos peptideos, bem como a sua sequéncia de aminoacidos,
determinam suas propriedades antioxidantes (SARMADI; ISMAIL, 2010).

Shahidi, Han e Synowiecki (1995) foram os primeiros autores a relatar a atividade
antioxidante de hidrolisado de proteina de pescado, e a partir de entdo diversos estudos foram
realizados em varias espécies.

A maioria dos peptideos antioxidantes de proteinas de pescado apresenta moléculas de
baixo peso molecular, facil absorcdo, baixo custo e alta atividade (SARMADI; ISMAIL,
2010). Os tipos de enzimas aplicadas na hidrélise e seus respectivos graus de hidrolise
determinam a estrutura dos peptideos e sua funcionalidade (LIU et al., 2014).

Segundo estudos recentes, peptideos de baixo peso molecular (<3 KDa) sdo 0s que
apresentam maior atividade antioxidante, mesmo em diferentes tipos de residuo, espécies e
métodos hidroliticos (CENTENARO et al., 2014; FAN et al., 2012; FARVIN et al., 2014; JE
et al., 2007; REN et al., 2008; SAIDI et al., 2014; WU; CHEN; SHIAU, 2003; YANG et al.,
2008; ZHANG; DUAN; ZHUANG, 2012). Esses resultados sugerem que fracdes <3 kDa
contém peptideos ou aminoacidos que sdo bons doadores de hidrogénio e desse modo

convertem radicais livres em produtos estaveis (FARVIN et al., 2014; JE et al., 2007).
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Outras propriedades que caracterizam os peptideos antioxidantes sdo a presenca de
amino&cidos hidrofdbicos e alguns residuos de histidina, prolina, metionina, cisteina, tirosina,
triptofano e fenilalanina (CHEN; MURAMOTO; YAMAUCHI, 1995; CHEN et al., 1996;
CHEN et al., 1998). A sequéncia de aminoacidos hidrofobicos contribui para a interacdo do
peptideo com moléculas de lipideos, proporcionando protecdo contra a peroxidagdo e
liberacdo de radicais livres derivados de lipideos (JE et al., 2007). Outros estudos apontam
que residuos de peptideos formados pelos aminoacidos glicina e leucina, e aminoacidos
aromaticos como a tirosina e fenilalanina, também séo eficazes no sequestro de radicais livres.
No caso da tirosina, a eficiéncia é atribuida a presenca de grupos fenolicos e a capacidade
destes de servirem como doadores de hidrogénio (JUN et al., 2004).

Segundo Tsuge et al. (1991), a histidina, metionina e cisteina, atuam na atividade de
sequestro de radicais, devido as caracteristicas de suas estruturas espaciais pertencentes ao
grupo imidazol — compostos heterociclicos formados por anel aromético, porém com varios
substituintes -, 0 que justifica a capacidade da histidina de doar prétons. A metionina possui
tendéncia de ser oxidada a sulfoxido metionina, e a cisteina de doar o enxofre ao oxigénio
(ELIAS; KELLERBY; DECKER, 2008; HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2005). E os
aminoacidos acidos, como a glutamina e a asparagina, quelam ions metalicos (ZHANG et al.,
2010).

A diversidade na composicdo de organismos marinhos, entre outras razdes, esta
relacionada ao fato de que estes vivem em ambientes mais exigentes, competitivos e
agressivos quando comparados ao meio terrestre, 0 que demanda uma producdo deveras
especifica de moléculas potencialmente ativas (KHALED et al., 2014). Sendo, atualmente, a
analise do proteoma uma valiosa ferramenta para a identificacdo de proteinas especificas, seja
na descoberta de mecanismos causadores de alergias (YU et al., 2003) ou na diferenciagéo de
espécies, evitando praticas fraudulentas onde espécies de baixa qualidade sdo apresentadas

como especies comercialmente mais valiosas (BARIK et al., 2013).

2.3 Concluséo

Industrias processadoras de pescado, principalmente as processadoras de Minced,
apresentam efluentes ricos em proteinas, que podem ser sugeridos como matéria prima para
elaboracdo de coprodutos. Compostos bioativos e de elevada capacidade antioxidante, ou
peptonas para crescimento de microrganismos, Sdo viaveis para reaproveitar o material

residual de varias espécies de pescado. Ao ser praticado o descarte incorreto, sdo provocados
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danos ao ambiente que prejudica a imagem das empresas processadoras de pescado que, no
geral, apresentam baixa adogéo a inovagoes.
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3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS PEPTIDEOS DA AGUA RESIDUAL DE
MINCED DE TILAPIA (Oreochromis niloticus)

RESUMO

Ao utilizar o residuo do processamento da filetagem de tilapias, as empresas obtém a CMS,
que passa pelo processo de clarificacdo objetivando a extracdo de proteinas musculares
hidrossollveis, as sarcoplasmaticas e assim, garantindo a textura necesséria ao Minced. O
efluente gerado nesta etapa é descartado sem qualquer aproveitamento. O objetivo desse
estudo foi fracionar, via centrifugacdo, a agua residual obtida na elaboracdo de Minced de
tilapia (Oreochromis niloticus) e avaliar seu potencial em componentes bioativos. A fragdo
aquosa foi liofilizada e submetida a andalise de composicdo em aminoécidos e perfil
eletroforético, verificando-se que a maior parte das proteinas estava concentrada entre 47-60
kDa. A atividade antioxidante destes peptideos foi avaliada em diferentes concentragdes
utilizando ensaios in vitro como os métodos ABTS e DPPH, sendo que, em ambos, a
intensidade da atividade antioxidante acompanhou o aumento da concentragdo, com destaque
para o extrato de concentracdo 15 mg/ml que correspondeu a 46,23% de inibicdo do radical
ABTS e 83,22% do DPPH. Concluiu-se que a fracdo aquosa do efluente exibe potencial de
reaproveitamento na forma de peptideos antioxidantes, podendo se constituir em um

coproduto com valor agregado.

Palavras-chave: Proteinas; Peptideos; Aminoécidos; Agua residual; Atividade antioxidante;

Minced; Tilapia.
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3 ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PEPTIDES OF RESIDUAL WATER FROM
TILAPIA OF MINCED (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT

By using the waste of processing filleting tilapia, businesses get CMS, which passes through
the clarification process aimed at extracting soluble muscle proteins, sarcoplasmic and thus
ensuring the necessary texture minced. The effluent generated at this stage is discarded
without utilization. The aim of this study was to fractionate via centrifugation, the wastewater
obtained in the preparation of Minced tilapia (Oreochromis niloticus) and evaluate their
potential bioactive components. The aqueous fraction was lyophilized and subjected to amino
acid composition analysis and electrophoretic profile, checking that most of the protein was
concentrated from 47-60 kDa. The antioxidant activity of these peptides was evaluated in
different concentrations using in vitro assays such as ABTS and DPPH methods, and, in both,
the intensity of antioxidant activity followed increasing concentration, especially the
concentration of extract 15 mg / ml to corresponded to 46.23% inhibition of the radical ABTS
and 83.22% of DPPH. It was concluded that the aqueous fraction of the effluent has reuse
potential in the form of antioxidant peptides, and may be in a co-product with added value.

Keywords: Proteins; Peptides; Amino acids; Wastewater; Antioxidant activity; Minced;

Tilapia.
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3.1 Introducgéo

A CMS (carne mecanicamente separada) de tildpia vem se destacando como um
processo vantajoso para a industria, devido a possibilidade de recuperacdo do musculo
aderido a carcaca apos a filetagem, sendo hoje uma espécie indicada para a elaboracdo do
Minced (CABRAL et al.,, 2011). A partir da CMS clarificada é obtido o Minced, que
caracteriza a primeira etapa do fracionamento ou isolamento das proteinas presentes no
pescado (OETTERER, 2006).

No processamento do Minced as proteinas sarcoplasmaticas sdo arrastadas pelos ciclos
de lavagem, pois possuem afinidade com a &gua ou tamp&o de baixa forca ibnica (OGAWA,
MAIA, 1999; NOLLET; TOLDRA, 2010). Esse processo de clarificacdo da CMS tem como
objetivo remover parcial ou totalmente as proteinas sarcoplasmaticas, pigmentos, sangue e
arrastar lipideos que possam causar a oxidacdo lipidica, melhorando a qualidade do gel e
mantendo as caracteristicas funcionais do produto. A quantidade da agua de lavagem, o tempo
de contato com o tecido muscular, 0 nimero de ciclos de lavagem e a remocao das proteinas
sollveis varia de acordo com a matéria prima e a finalidade do processo na obtencdo do
produto final (PARK; LIN, 2005).

O estudo da fracdo proteica e peptidica permite caracterizar suas propriedades e
funcdes no alimento, além de avaliar uma possivel acdo bioativa em etapas fisiologicas do
organismo humano (NOLLET; TOLDRA, 2010). Em paralelo, ha alguns estudos que
relacionam o uso de proteinas de pescado como ingrediente de transformacdo na industria
alimenticia, sendo determinantes na textura, composicao nutricional e, consequentemente, na
funcionalidade dos produtos (KRISTINSSON; INGADOTTIR, 2006).

Com base no elevado volume de efluente e o consideravel teor proteico presente no
efluente do processamento de Minced, buscou-se verificar o reaproveitamento da agua
residual como coproduto, através da analise do perfil eletroforético das proteinas, sua
composigdo em aminoacidos, bem como seu potencial antioxidante, a fim de sugerir as
empresas a reciclagem deste residuo, transformando-o em receita, bem como conferindo a

processadora o status de “empresa limpa” ou ecoeficiente.
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3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Preparo da amostra

Carcacas de tilapia, obtidas apds a operacdo de filetagem, em empresa sediada no
Estado de S&o Paulo, seguiram para a Planta de Processamento do Centro de Tecnologia de
Carnes do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), onde foi realizada a separagéo da
cabeca e visceras, obtendo-se o espinhago (espinha dorsal do peixe com carne aderida aos
0ss0s). Em seguida procedeu-se & sanitizagdo com 5mg.L™ de hipoclorito, e processamento
em desossadora (Usitecnica®, modelo USI 100) para a obtencdo de CMS, cujo rendimento em
tecido muscular foi de 60%.

As amostras de CMS foram colocadas em recipiente contendo &gua destilada
refrigerada, aproximadamente a 10°C, na proporc¢do 1:3. O material foi homogeneizado por 3
min e, em seguida, permaneceu em repouso por 3 min. Para a drenagem da agua residual, a
CMS foi acondicionada e prensada em tecido de algod&o esterilizado (ANGELINI et al.,
2013). A agua residual coletada seguiu em fluxo continuo para a centrifugagdo (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Fluxograma de obtencdo da agua residual do Minced de tilapia.

3.2.2 Fracionamento da agua residual do Minced
As amostras foram submetidas & centrifugacdo (centrifuga Eppendorf® refrigerada,
modelo 5810 R) a 8.885 G por 20 min, a 0°C (adaptado de DUMAY et al., 2006). Foram

obtidas duas fragdes, aquosa e sedimento, sendo armazenadas a - 30°C.

3.2.3 Rendimento das fragdes
O rendimento da fracdo aquosa e sedimento foram calculados pela diferenca de peso

antes e depois do fracionamento, e os resultados foram expressos em porcentagem.



64

3.2.4 Caracterizacao fisico-quimica da fracdo aquosa
A fracdo aquosa congelada foi liofilizada (liofilizador Liotop®, modelo L101) e o
material liofilizado obtido foi armazenado a -30°C até a realizacdo das analises seguintes. A

figura 3.2 ilustra os procedimentos para obten¢do da peptona de agua residual.

(a) (b)

(c) (d)

(e)

Figura 3.2 - Etapas de extracdo da agua residual liofilizada. (@) CMS de tilapia; (b)
Homogeneizacdo, adicdo de agua destilada a 10°C na CMS (3:1); (c) Drenagem da agua
residual; (d) Coleta da agua residual; (e) Fracionamento via centrifugacao; (f) Fracdo aquosa
liofilizada (peptona).
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3.2.4.1 Determinacdo de lipideos e proteinas

O teor de lipideos foi determinado pelo método de Soxhlet, utilizando hexano como
solvente extrator (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985).

Utilizando o método de Johnson e Ulrich (1974) foi determinada a quantidade de
nitrogénio total, método de Microkjeldahl, e conversdo em proteina, multiplicando o valor
obtido pelo fator 6,25.

3.2.4.2 Caracterizacdo dos aminoacidos da fracdo aquosa por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

A anélise de aminoacidos foi realizada por cromatografia liquida, em colunas de troca
catidnica e derivacdo pds-coluna, com ninhidrina, em auto analisador. Para qualificacdo de
aminoéacidos, as amostras foram hidrolisadas com HCI 6N, por 22 h, a 110°C (MOORE;
STEIN, 1963). O triptofano foi determinado ap6s hidrélise enzimatica com pronase, a 40 °C
por 24 h, seguido de reacdo colorimétrica com 4-dimetil-amino-benzaldeido (DAB) em &cido
sulfurico 21,2N e leitura a 590 nm (SPIES, 1967).

3.2.4.3 Quantificacdo de proteinas e eletroforese (SDS-PAGE)

A quantificacdo das proteinas presentes na amostra foi realizada utilizando a BSA
(albumina bovina sérica) como padrdo, segundo metodologia de Bradford (1976). Foi
preparada uma solu¢do com 10mg de amostra liofilizada e 500pL de Ambic. Desta, retirou-se
100puL para as diluicdes seguintes (amostra A: 0,02 mg/uL; amostra B: 0,002mg/uL). Foi
preparado um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) com 4% (w / v) no gel stacking/gel de
entrada [750 uL de Acrilamida/Bis- Acrilamida (30%/2,67%), 3,05 mL agua milliQ, 1,25 mL
0,5M Tris-HCI (pH 6,8), 25 Ml de APS 10%, 10 pL de temed] e 12,5% no running/gel de
separacdo [4 mL de Acrilamida/Bis-Acrilamida (30%/2,67%), 3,35 mL &gua milliQ®, 2,50
mL 1,5M Tris-HCI (pH 8,8), 50 uL. de APS 10%, 10 pL de temed]. No gel foram adicionados
separadamente ao primeiro poco o marcador Kaleidoscope 1610324 (Bio-rad®), nos seguintes
as duas diluigdes A e B da amostra em duplicata, e nas Gltimas colunas o padrao BSA 1pg,
BSA 2pg e BSA 5pg (Invitrogen™®). Como marcador de corrida foi utilizado o azul de
bromofenol. Apds a corrida, o gel foi colocado em solugdo fixadora [40% (v/v) etanol, 10%
(v/v) acido acético], e mantido em overnight em solucdo de Coomassie Brilliant Blue (G250)
(CANDIANO et al., 2004) para visualizagdo das bandas de proteina. Os géis foram
digitalizados em scanner Image Scanner 3 — GE.
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3.2.5 Atividade antioxidante

3.2.5.1 Método ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico)

O método ABTS determina a atividade antioxidante pelo radical [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)], conforme metodologia descrita por Re et al. (1999) e
De Camargo et al. (2012). As amostras foram avaliadas nas concentra¢fes 0,5 mg/mL, 1,0
mg/mL, 5,0 mg/mL, 10 mg/mL, 15 mg/mL, em triplicata. Foram pipetados em cada tubo de
ensaio 20 puL do extrato, e adicionado 2 mL do radical ABTS. Para o branco foram pipetados
20 puL de etanol P.A. e 2 mL do radical ABTS. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro (Shimadzu®, modelo UV mini-1240) a 734nm ap6s 6 min de reacdo. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do radical. A atividade dos extratos

foi determinada pela Equacéo (3.1):

%% sequestro do radical ABTS = Abs branco — Abs amostra x 100 Equacéo (3.1)
Abs branco

3.2.5.2 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com a metodologia de Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995), sendo os resultados comparados ao poder de inibicdo do
radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). As amostras foram avaliadas nas
concentragdes 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 5,0 mg/mL, 10 mg/mL, 15 mg/mL, em triplicata. Em
tubos de ensaio foram pipetados 0,5 mL do extrato diluido em agua, 3,0 mL de etanol P.A. e
0,3 mL do radical DPPH. Para o branco foi utilizado 3,5 mL de etanol P.A. e 0,3 mL de
DPPH. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Shimadzu®, modelo UV mini-
1240) a 517nm apos 45 min de reacdo. Os resultados foram expressos em porcentagem de

inibicdo. A atividade dos extratos foi determinada por meio da Equacao (3.2):

% DPPH reduzido = Abs branco — Abs amostra x 100

Equacéo (3.2)
Abs branco
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3.2.6 Analise estatistica

Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados em triplicata, sendo 0s
resultados expressos como média *+ desvio padrdo, com andlise estatistica de variancia
(ANOVA) por meio do software R e Assistat Beta 7.7. Para a comparacdo das médias foi
utilizado o teste de Tukey, com nivel de significancia igual a 5%.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Rendimento das fracdes

Apo6s centrifugacéo, fracionamento e andlise de lipideos totais, constatou-se que a
amostra é composta por 0,01% de sedimento, 0,04% de lipideos e 98,77% de fracdo liquida.
Com a liofilizacéo da fracdo aquosa (liquida com lipideos suspensos) foram obtidos 1,22% de

material liofilizado (peptona).

3.3.2 Composicdo de aminoacidos da agua residual liofilizada
De acordo com a tabela 3.1, os aminoacidos presentes em maior quantidade sdo acido
aspartico, acido glutamico, lisina e glicina. Os aminoécidos essenciais representam 42% do
total de amino&cidos presentes, com destaque para o teor de lisina (4,64%) e leucina (4,24%).
Ha resultados expressivos também de aminoacidos hidrofobicos, como a leucina,
alanina, fenilalanina, valina, isoleucina, prolina e metionina. A amostra é constituida de 44%

de aminoacidos hidrofdbicos.
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Tabela 3.1 - Composic&o em aminoacidos da agua residual liofilizada, expressos em g.100g™*

Aminoacidos Agua residual liofilizada
Acido Aspartico 5,84
Acido Glutamico 5,52

Alanina 3,59
Cisteina 0,69
Glicina 4,60

Prolina 1,92

Serina 2,25

Taurina 2,83
Tirosina 1,44
Aminoacidos ndo essenciais 58%
Arginina 3,12
Fenilalanina 3,13
Histidina 2,03
Isoleucina 2,29
Leucina 4,24

Lisina 4,64
Metionina 1,02
Treonina 2,25
Triptofano 0,65
Valina 2,47
Aminoacidos essenciais 42%
Proteina Bruta 63,0

Valores representam a média, sendo n=3.
*100g de amostra liofilizada sdo obtidas em 9L de &gua residual.

Silva et al. (2014) caracterizaram a composi¢do de aminoéacidos de residuos de cabeca,
tecido muscular, pele, 0ssos, escamas e visceras de hidrolisado enzimatico de tilapia. Dentre
0s aminoacidos encontrados destacam-se o acido glutamico (8,94%), glicina (8,0%), acido
aspartico (5,56%), alanina (4,98%), arginina (4,87%) e prolina (4,55%). Arruda et al. (2006)
trabalharam com silagem &cida de tilapia, e apresentaram como maiores teores os de acido
glutdmico (12,02%), acido aspartico (10,92%) e glicina (8,82%).
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Em vista disso, a diversidade no teor de aminoacidos tende a ocorrer em razdo dos
métodos de extracdo aplicados, e a composicdo da matéria prima utilizada pelos autores, haja
vista que as diversas fontes de proteina disponiveis para formulacdo de racdo animal, nem
sempre apresentam o mesmo valor nutricional ou composicdo de aminoacidos (ARRUDA et
al., 2006; CYRINO, 2005).

Em relacéo ao teor de proteina bruta, o valor de 63g.100g™ na peptona é superior aos
de outros residuos de tilapia encontrados na literatura; tem-se 59,27g.100g™ para silagem
4cida (ARRUDA et al., 2006), 58,489.100g™ para hidrolisado enzimatico do peixe inteiro,
42,36.100g™* para carcaca (SILVA et al., 2014), e 62,39 g.100g™ em concentrado proteico de
residuos de CMS (VIDAL et al., 2011). Aliado ao teor proteico consideravel ha a relevante
composicdo de aminoacidos. Esta é uma constatacdo que justifica a recuperacdo e uso deste

material.

3.3.3 Eletroforese (SDS-PAGE)

Com base no perfil eletroforético (Figura 3.3) nas colunas 4 e 5, correspondente a
amostra B de concentragdo de 0,002mg/uL, € possivel notar bandas mais intensas e a
separacgdo destas em diferentes massas moleculares. De maneira geral, os peptideos em maior
quantidade no gel sdo os de baixo peso molecular, e correspondem as seguintes bandas do
padrao eletroforético: 37kDa, 40kDa, 60kDa e 100kDa.
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Figura 3.3 - Gel de proteina da fracdo aquosa liofilizada da agua residual de Minced. Coluna
1: Marcador Kaleidoscope 1610324; Coluna 2 e 3: Amostra A (0,02 mg/uL); Coluna 4 ¢ 5:
Amostra B (0,002mg/pL); Coluna 6, 7 e 8: Padrao BSA 1ug, 2ug e Sug, respectivamente.
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Yarnpakdee, Benjakul e Kristinsson (2012) realizaram eletroforese de proteinas de
Minced de tilapia ap0s diferentes etapas de lavagem, e depois da primeira lavagem os autores
verificaram que a concentracao de proteinas sarcoplasmaticas no gel, diminuiu; o que justifica
a maior intensidade de bandas correspondentes as proteinas miofibrilares, actina,
tropomiosina e troponina, logo apos a lavagem e obtengdo do primeiro Minced. Os autores
relataram que proteinas de baixo peso molecular, como 49,8, 39,3, e 37,0 kDa, foram
arrastadas na etapa de lavagem e desapareceram, gradativamente, no gel.

Da mesma forma é possivel observar que as proteinas encontradas na agua residual de
Minced possuem maior concentracdo na faixa correspondente a essas proteinas, 37kDa a
60kDa, destacando a extracdo das proteinas sarcoplasmaticas do Minced. Corroborando com
Huidobro, Montero e Borderias (1998) que avaliaram agua residual de Minced de sardinha
(Sardina pilchardus) e apos a eletroforese verificaram que o processo de lavagem extraiu
proteinas de peso molecular igual ou menor que 67kDa; 0 mesmo também observado em
Surimi de pescada-do-Pacifico-norte (Merluccius productus) por Lin; Park e Morrissey
(1995).

Outros autores verificaram a extracao de proteinas com a aplicacao de pré-tratamentos
quimicos ou mecanicos. Kristinsson e Ingadottir (2006) utilizaram a diferenca de pH para
extracdo de proteinas de efluentes de Surimi de tilapia, e exibiram um gel do efluente com
bandas mais intensas em 100kDa, 69kDa, 56kDa, 41kDa, 38kDa, 17kDa e 6 kDa; sugerindo
que durante a etapa de lavagem ndo sdo apenas arrastadas proteinas sarcoplasmaticas. Zayas
(1997) afirmou que apesar das proteinas sarcoplasmaticas serem consideradas as mais
soltveis do musculo, uma parcela de proteinas miofibrilares também pode ser arrastada na
etapa de lavagem. Este fato também foi observado nos estudos de Foh et al. (2012) com
Minced de tilapia, e por Bourtoom et al. (2009) em Surimi de nemipteridae (Nemipterus
hexodon).

Com processo mecénico, através da ultrafiltragdo, Stine et al. (2012) recuperaram o
material proteico eliminado durante os ciclos de lavagem do Surimi de escamudo do Alasca
(Theragra chalcogramma), e analisaram o perfil eletroforético do Surimi e do concentrado
proteico recuperado. Os autores observaram que no gel referente ao Surimi apareceram
bandas intensas de miosina com 200 kDa e bandas mais claras de actina com 40kDa; ja para o
concentrado proteico, foram observadas bandas na faixa de 13 a 65kDa, que seriam
correspondentes ao grupo das proteinas sarcoplasmaticas, caracteristicas também semelhantes
as bandas encontradas na agua liofilizada de Minced de tilépia.
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3.3.4 Determinacéo da atividade antioxidante
A tabela 3.2 apresenta as porcentagens de inibicdo do radical para atividade

antioxidante da agua residual liofilizada.

Tabela 3.2 — Atividade antioxidante da amostra de agua residual liofilizada, para os métodos
ABTS e DPPH, expressos em % de inibigc&o do radical

Concentrac0es ABTS DPPH
0,5 mg/mL 3,83+ 0,06 6,21+ 0,38
1,0 mg/mL 6,99+ 0,13 6,71°+ 0,12
5,0 mg/mL 15,27°+ 0,20 29,85" + 0,44
10 mg/mL 25,37°+ 0,33 61,40°+ 0,69
15 mg/mL 46,23+ 0,06 83,22%+ 0,07

Meédias (n=3) + desvio padrdo. Letras diferentes na vertical indicam diferenca significativa entre as
concentragdes de uma mesma analise (P < 0,05).

Todas as concentracdes apresentaram diferencas significativas entre si, com excecao
das concentragdes 0,5 mg/ml e 1,0 mg/ml pela metodologia do DPPH nas quais ocorreram
um aumento pouco consideravel na inibi¢do do radical.

Para as duas metodologias 0s extratos mostraram 0 mesmo comportamento, sendo
gue a atividade antioxidante dos extratos aumentou a medida que a concentracdo era
aumentada, corroborando com Balakrishnan et al. (2011), Farvin et al. (2014), Ktari et al.
(2012) e Narsi et al. (2013). Os maiores resultados para a porcentagem de inibigdo do radical
foram encontradas na concentracdo 15 mg/ml, com 46,23% em ABTS e 83,22% em DPPH.
Deve-se considerar estes valores expressivos uma vez que ndo foram aplicados tratamentos
enzimaticos para quebra em cadeias peptidicas menores. Amostras contendo pequenas
moléculas tem melhor acesso ao sitio de reacdo com o radical, como exemplo ao radical
DPPH’, portanto apresentam maior atividade antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Pires, Clemente e Batista (2013) elaboraram Minced de pescada (Merluccius
capensis), e ap6s hidrolise enzimatica do mdasculo e &gua residual, encontraram na
concentracdo 30 mg/mL 37% e 38% de inibicdo do radical DPPH", para a &gua residual e
Minced, respectivamente; em Minced de sardinha (Sardinella longiceps) a maior inibicéo
ocorreu na concentracdo de 5mg/ml, sendo 70,14% para DPPH, e 61,69% para ABTS
(JEEVITHA; MOHANA-PRIYA, KHORA, 2014).
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A adocédo de uma etapa enzimatica e diferentes graus de hidrélise também é observada
como procedimento vantajoso na obtencdo de peptideos antioxidantes (CENTENARO et al.,
2014; FAN et al., 2012; KHALED et al., 2014; KLOMPONG et al. 2007; NGO et al., 2010;
RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008). Pois sdo formados peptideos de sequéncias diferentes,
e certa parcela de proteinas é despolimerizada; assim, a hidrolise enzimatica promove a
diversidade funcional e estrutural de sitios cataliticos (BORAWSKA et al., 2016; SZABO,
SAHIN-TOTH, 2012; WU; CHEN; SHIAU, 2003).

Séo também associadas a hidrdlise enzimatica a obtencdo de peptideos de menor peso
molecular (<3kDa), e de maior atividade antioxidante (FAN et al., 2012; FARVIN et al.,
2014; JE et al., 2007; RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008; RAGHAVAN et al., 2008; WU,
CHEN; SHIAU, 2003; ZHANG, DUAN; ZHUANG, 2012).

A hidrofobicidade, solubilidade lipidica, e a presenca de residuos de histidina, glicina,
prolina, metionina, cisteina, tirosina, triptofano, fenilalanina, acido glutdmico e leucina,
também podem influenciar no aumento da atividade antioxidante dos peptideos (CHEN et al.,
1996; JUN et al., 2004; RAJAPAKSE et al., 2005). Dessa forma, com base nas caracteristicas
apresentadas na agua residual liofilizada é possivel atribuir um potencial antioxidante a
amostra.

Em relacdo as metodologias empregadas, nota-se que o método DPPH apresentou
resultados, significativamente, mais elevados quando comparado ao método ABTS. Uma
diferenca expressiva entre resultados de ABTS e DPPH, também foi observada por
Borawska et al. (2016) e Zhu et al. (2008), e podem ser explicadas pela diferenca de
seletividade estéreo dos radicais e na estequiometria da reacdo entre peptideos antioxidantes
e os radicais DPPH/ABTS (CORREA et al., 2011). Os valores elevados para DPPH, também
sdo atribuidos aos compostos que reagem mais rapidamente com o radical, em virtude da
conformacdo estrutural dos compostos e da quantidade de hidroxilas disponiveis na reacao
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Além disso, as duas metodologias
podem ser influencias pela variacdo do pH, sendo sugeridos em estudos recentes um tempo
maior de incubacgdo, garantindo que a reacdo alcance o equilibrio (OZGEN et al., 2006;
ZHENG et al., 2016).

A relacdo entre a hidrdlise proteica e a geracdo de cadeias peptidicas com elevada
atividade antioxidante tem sido constatada, porém, o conhecimento desse comportamento e 0s
mecanismos de acdo ainda ndo estdo plenamente elucidados (ELIAS; KELLERBY;
DECKER, 2008).
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Dessa forma, diante das informacdes citadas, para trabalhos futuros com anélise mais
detalhada dos hidrolisados proteicos obtidos da agua residual de Minced, suas caracteristicas
estruturais e aplicacdo de peptideos, é sugerida a combinacdo de varios ensaios para
determinar a atividade antioxidante de forma eficiente (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005;
RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008; SARMADI; ISMAIL, 2010), pois possibilita
identificar a acdo antioxidante no sequestro especifico de cada espécie reativa ao oxigénio
(ROS) e/ou nitrogénio (RNS) (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001; PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005) que podem estar presentes na amostra.

3.4 Concluséo

O efluente, agua residual do processamento do Minced de tilapia, apresentou elevado
teor proteico, consideravel composicdo em aminoacidos essenciais e hidrofébicos, peptideos
de baixo peso molecular, e elevada atividade antioxidante. Tais caracteristicas sdo positivas
para 0 seu reaproveitamento, por parte das empresas processadoras, visando elaboracdo de

coprodutos com valor agregado.
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4 EFETIVIDADE DA PEPTONA DE EFLUENTE DO PROCESSAMENTO DE
MINCED DE TILAPIA (Oreochromis niloticus), COMO MEIO DE CULTURA PARA
BIOPROCESSOS

RESUMO

O efluente gerado no processamento de Minced é descartado sem aproveitamento apesar de
apresentar alta concentracdo de proteinas solUveis. Visando sugerir o reuso desse efluente,
este estudo buscou avaliar a agua residual do processamento de Minced de tilapia
(Oreochromis niloticus), quanto a sua qualidade ambiental, extrair e caracterizar a fracdo
proteica, e verificar sua eficiéncia como meio de cultura para o crescimento microbiano. De
acordo com os parametros de qualidade, os efluentes gerados pela etapa de lavagem do
Minced apresentam 8854,5 mgO,/L de DQO e 4656,88 mgO,/L de DBO, valores
consideravelmente altos devido ao elevado teor de matéria organica, principalmente, em razao
da concentracdo proteica. A peptona de agua residual foi comparada a peptona comercial para
avaliacdo da sua efetividade por meio da curva de crescimento (densidade Optica), producédo
de biomassa e deteccdo por plagueamento da Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A
performance da peptona de residuo foi similar ou superior a peptona comercial, evidenciando
0 vantajoso reuso desse efluente como coproduto, e a consequente producdo industrial

sustentavel.

Palavras-chave: Peptona; Agua residual; Efluente; Residuo de pescado; Meio de cultura;

Crescimento microbiano; Biomassa; Minced; Tilapia.
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4 EFFECTIVENESS OF TILAPIA PEPTONE MINCED PROCESSING
WASTEWATER (Oreochromis niloticus), AS CULTURE MEDIUM FOR
BIOPROCESSES

ABSTRACT

The effluent generated in minced processing is discarded without use despite its high
concentration of soluble proteins. Aiming to suggest the reuse of the effluent, this study
sought to evaluate the wastewater processing minced tilapia (Oreochromis niloticus), as to its
environmental quality, extract and characterize the protein fraction, and check its efficiency as
a culture medium for microbial growth. According to the quality parameters, effluents
generated by minced washing step showed 8854.5 mgO, / L of COD and 4656.88 mgO, / L
BOD, considerably higher values due to the high organic matter content, principally due to
the protein concentration. Wastewater peptone was compared to commercial peptone to
evaluate its effectiveness by growth curve (optical density), plating and biomass production of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The performance of the waste peptone was
similar or higher than the commercial peptone, showing the beneficial reuse of the effluent as

co-product, and the resulting sustainable industrial production.

Keywords: Peptone; Wastewater; Effluent; Fish residue; Culture medium; Microbial growth;

Biomass; Minced; Tilapia.
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4.1 Introducgéo

Em industrias de pescado, 0 uso de &gua tratada durante as etapas de processamento é
imprescindivel para garantir a qualidade do produto final. No entanto, para o0 processamento
de Minced e Surimi, o volume de agua utilizada é ainda maior, devido a etapa de clarificacdo
do tecido muscular (AFONSO; BORQUEZ, 2002), na qual, o nimero de ciclos de lavagens
depende do tipo de produto requerido, com relatos do uso de até 29,1L de agua para cada 1kg
de Surimi produzido (PARK; LIN, 2005).

Durante a etapa de clarificacdo sdo extraidas proteinas musculares hidrossollveis,
como as proteinas sarcoplasmaticas, caracterizando em cada Minced processado a geracao de
grandes volumes de efluentes com elevada carga proteica que, sendo descartados
incorretamente, sdo potenciais poluidores dos corpos d’agua (AFONSO; BORQUEZ, 2002;
PARK; LIN, 2005; VENUGOPAL, 2009).

Nas Ultimas décadas, a prética da reciclagem de aguas residuais tem se destacado
devido as fontes limitadas de agua, a procura por reducdo de custos operacionais, e problemas
de poluicdo associados ao descarte de efluentes industriais (LIN; PARK, MORRISSEY,
1995).

Hidrolisados de residuos de pescado, principalmente, os provenientes dos tecidos
musculares tem sido apontados como fonte de peptona para subsidiar o crescimento de
bactérias e, em muitas vezes, demonstraram melhor desempenho que as peptonas comerciais
(ASPMO; HORN; EIJSINK, 2005; CLAUSEN et al., 1985; DUFOSSE; DE LA BROISE;
GUERARD, 2001; GILDBERG; BATISTA; STROM, 1989; HAARD, 1995; VIEIRA et al.,
2005).

Mediante a elevada quantidade de matéria organica presente na agua residual do
Minced, a implementacdo de praticas para o reuso, além de contribuir para a mitigagdo de
problemas ambientais, soma vantagens econémicas com a reducdo de gastos, e a obtengdo de
coprodutos de alto valor agregado. O objetivo desse trabalho foi avaliar a agua residual gerada
no processamento de Minced de tilapia, quanto a sua qualidade ambiental, extrair e avaliar sua

composicgdo proteica, e verificar a eficiéncia da peptona no crescimento microbiano.
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4.2 Desenvolvimento

4.2.1 Material

A matéria prima para elaboracdo do Minced foi proveniente de carcacas da espécie
tilapia (Oreochromis niloticus), de empresa processadora sediada no Estado de Séo Paulo. As
carcacas restantes apos a filetagem seguiram para a Planta de Processamento do Centro de
Tecnologia de Carnes do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), onde foi realizada a
separacdo da cabeca e visceras, obtendo-se 0 “espinhago” (espinha dorsal do peixe com carne
aderida aos 0ss0s). Este seguiu para a operagdo de sanitizacdo com &gua clorada a 5mg.L™ de
hipoclorito. Ap6s essa etapa, 0s espinhacos seguiram para desossadora (Usitecnica®, modelo
USI 100) sendo assim obtidas as amostras de CMS, com rendimento de 60%.

4.2.2 Métodos para coleta e analise da agua residual

4.2.2.1 Elaboragdo do Minced e coleta da agua residual

As amostras de CMS foram colocadas em recipiente contendo agua destilada
refrigerada, aproximadamente a 10°C, na proporc¢do 1:3. O material foi homogeneizado por 3
min e, em seguida, permaneceu em repouso por 3 min. Para a drenagem da agua residual, a
CMS foi acondicionada e prensada em tecido de algod&do esterilizado (ANGELINI et al.,
2013), sendo que a agua residual coletada seguiu em fluxo continuo para a analises de DBO e

DQO, bem como, para fracionamento via centrifugacao (Figura 3.1).
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Figura 4.1 - Fluxograma de obtencdo da agua residual do Minced de tilapia.
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4.2.3 Andlises da agua residual antes do fracionamento

4.2.3.1 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)
A anélise de DQO foi realizada de acordo com a metodologia da APHA-AWWA-

WEF (1998), sendo os resultados expressos em mgO,/L. A amostra de agua residual foi
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previamente diluida em agua deionizada, para leitura de uma aliquota representativa dentro da

curva de calibracdo, sendo o fator de diluicdo igual a 20X. Foram adicionados aos tubos de

DQO, 1,5 mL de solugédo de digestdo (dicromato de potassio e sulfato de mercurio), 3,5 mL

da solucdo de &cido sulfurico e sulfato de prata, e 2,5 mL da amostra (com diluicdo de 20%).
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Para o branco foram adicionados 2,0 mL de agua destilada, 1,5 mL da solucdo de digestdo e
3,5 mL acido sulfurico e prata. Todo o procedimento foi realizado em duplicata. Em seguida
os tubos foram homogeneizados, e colocados em bloco digestor (Hach®, modelo Cod Reactor
45600) a 150°C por 120 min. Apds resfriamento, as leituras foram realizadas em
espectrofotémetro (Hach®, modelo DR/4000) a 600 nm. A DQO foi determinada por meio da
Equacéo (4.1):

DQO (mg02L)=[ax+b].F  gqaan (4.1)

onde: a = coeficiente angular
b = coeficiente linear
x = absorbéncia

F = inverso do fator de diluicédo

4.2.3.2 Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

A DBO foi determinada conforme metodologia da APHA-AWWA-WEF (1998) e a
partir dos resultados obtidos na analise de DQO, foram elaboradas as dilui¢des 0,2%, 0,1%,
0,05% e 0,03%, sendo acrescentada agua de diluicdo (antecipadamente aerada por 20 min).
Em seguida, as amostras foram transferidas para o frasco de DBO de 300 mL e realizada a
leitura da quantidade de oxigénio dissolvido no oximetro (Orion®, modelo 810). Apés a
leitura, os fracos foram incubados em estufa (Fanem® modelo 347) com temperatura
controlada de 20 °C. Apos 5 dias de incubacdo, os frascos foram retirados, e foi realizada
novamente a leitura no oximetro. Os resultados foram expressos em mgO,/L, e obtidos por

meio da Equacéo (4.2):

DBO (mgOy/L) = (ODi - ODf) X 100

onde: ODi = concentracdo de O, dissolvido inicial
ODf = concentracdo de O, dissolvido final (apds 5 dias)

% de diluicdo = diluicdo prévia da amostra
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4.2.3.3 Anélise de pH, nitrogénio total e fosforo

A determinacdo de pH foi realizada em potencidmetro digital (Digimed®), com
tampdo de calibracdo pH 4,00 e pH 7,00, sendo os resultados expressos com uma casa
decimal (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985). Os teores de nitrogénio total e fosforo
foram mensurados de acordo com a metodologia de Abreu, Andrade e Falcéo (2006).

4.2.4 Andlises da agua residual apds o fracionamento

4.2.4.1 Fracionamento e liofilizacdo da amostra

A 4gua residual foi submetida & centrifugacio (centrifuga Eppendorf® refrigerada,
modelo 5810 R) a 8.885 G por 20 min a 0°C (adaptado de DUMAY et al., 2006). Sendo
obtidas duas fracdes, aquosa e sedimento, que foram separadas e congeladas a -30°C. A fracéo
aquosa foi submetida & liofilizacdo (liofilizador Liotop®, modelo L101), e o material
liofilizado (peptona) mantido a -30°C.

4.2.4.2 Determinacdo de proteinas e lipideos

Utilizando o método de Johnson e Ulrich (1974) foi determinada a quantidade de
nitrogénio total, método de Microkjeldahl, e a conversdo em proteina, multiplicando o valor
de nitrogénio obtido pelo fator 6,25. O teor de lipideos foi determinado pelo método de
Soxhlet, utilizando hexano como solvente extrator (PREGNOLATO; PREGNOLATO, 1985).

4.2.4.3 Métodos de andlise de efetividade das peptonas

4.2.4.3.1 Selecéo de cepas puras e elaboracdo da peptona

Os microrganismos utilizados no teste de efetividade das peptonas foram cepas puras
de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), provenientes do
Laboratorio de Higiene e Laticinios da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ/USP).

Os meios de cultura para as cepas puras foram preparados de acordo com Poernomo e
Buckle (2002), utilizando dextrose a 0,1% (m/v) (OXOID®) e peptona residuo/comercial a
0,5% (m/v), completando o volume de 100 mL com &gua destilada. Para comparacdo de
efetividade, foram utilizadas as peptonas comerciais das marcas BD Difco® (Bacto'Peptone)
e Himedia® (Peptone, Bacteriological) (peptonas obtidas por digestio enzimatica do tecido

muscular de animais), bem como, a peptona proveniente da agua residual de Minced
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liofilizada. O pH foi ajustado para 7, com as solucdes de HCl 1M ou NaOH 1M, e as peptonas
foram autoclavadas a 121°C/15 min. Foram realizados testes de esterilidade das peptonas pela
contagem padrdo de placas em meio PCA, sendo as placas incubadas em estufa a 37°C por
24h (SILVA et al., 2010).

4.2.4.3.2 Avaliacio por Densidade Optica (Curvas de crescimento)

Os microrganismos foram inicialmente reativados, a partir das culturas estoque,
mantidos em caldo BHI (Brain Heart Infusion - BD®) por 18 a 24 h, a 37 °C e,
posteriormente, cultivados em BHI agar (BD®). Ap6s o crescimento, as colonias individuais
foram removidas com o auxilio de alga de platina e suspensas em solucdo de NaCl 0,85%
estéril. O inéculo foi previamente padronizado 1 x 102 UFC/mL por turbidimetria, de acordo
com 0 padrao 0,5 de turvagdo Mc Farland e, em seguida, inoculado 100 pL destas na peptona
comercial e na peptona da agua residual. A confirmacdo de padronizacdo das colonias foi
realizada usando o método de plagueamento por profundidade em PCA (Plate Count Agar -
Acumedia®) (SILVA et al., 2010).

Com uma pipeta multicanal, 200 pL de cada amostra foram pipetadas, em microplaca
de 96 pocos, e incubadas em espectrofotdmetro (Victor X3, PerkinElmer®) a 37°C por 48 h,
sendo as leituras das absorbancias realizadas a cada 1 h, no comprimento de onda de 600nm.
Todas as amostras foram preparadas em triplicata. Foram pipetadas na microplaca também

peptonas sem inoculacdo microbiana, como controle.

4.2.4.3.3 Producdo de Biomassa

A producédo de biomassa foi realizada de acordo com Poernomo e Buckle (2002),
sendo preparados 0s meios comerciais e 0s meios com peptonas do residuo, e inoculados S.
aureus e E. coli previamente padronizados a 1 x 108 UFC/mL. A seguir, foram transferidos
25mL do meio para o tubo falcon estéril, em triplicata para cada peptona e microrganismo, e
centrifugados a 10.000 G por 15 min. O precipitado foi ressuspenso em solugéo salina 0,85%
e novamente centrifugado (10.000 G por 15 min). Em seguida, o contetdo foi transferido para
placas de petri e incubados a 105°C por 24h, sendo anotados 0s pesos iniciais e finais das

placas. Os resultados obtidos foram expressos em g de biomassa.100mL™.

4.2.4.3.4 Avaliacdo por plagueamento
A peptona do residuo e as comerciais foram padronizadas conforme as etapas descritas

anteriormente, e incubadas em estufa a 37°C por 36 h. A partir destas, foram feitas mais cinco
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diluicbes decimais em tubos, a partir de 1 mL e diluindo-se em 9 mL de agua peptonada.
Aliquotas de 0,1 mL da diluicdo de 10™ a 10” foram inoculadas na superficie, em duplicata,
em placas de Petri contendo os meios seletivos para cada microrganismo: Baird-Parker Agar
(Difco®) para Staphylococcus aureus, e Violet Red Bile Agar with MUG para Escherichia
coli (Acumedia®). Ap6s o plaqueamento, as placas foram invertidas em estufa, a 35°C por
48h, para a contagem padréo, sendo que para as placas de E. coli a contagem foi realizada em

camara escura para analise ultravioleta (SILVA et al., 2010).

4.2.5 Analise estatistica

A andlise da producdo de biomassa foi realizada em triplicata, para cada peptona e
microrganismo, sendo os resultados expressos como média + desvio padrdo, com analise
estatistica de variancia (ANOVA) por meio do software R e Assistat Beta 7.7. Para a

comparacao das médias foi utilizado o teste de Tukey, com nivel de significancia igual a 5%.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Qualidade da agua residual do Minced

O valor do pH do efluente de Minced foi de 6,7, corroborando com Achour et al.
(2000) que mediram &gua de lavagem do tecido muscular de atum e encontraram valores na
faixa de 6,4-6,9. Segundo Gonzalez (1996) o pH dos efluentes de industrias processadoras de
pescado € geralmente proximo ao neutro.

Em relacdo as demandas de consumo de oxigénio para degradacdo da matéria organica
presente na amostra, foram obtidos 8854,5 mgO,/L para DQO e 4656,88 mgO,/L para
DBOs x0c. Caracterizando o efluente com elevada quantidade de matéria organica, e que
apresenta uma DBO com valores bem menores a DQO, evidenciando baixa quantidade de
matéria biodegradavel.

No residuo liquido do processamento de Minced de pescada-do-Pacifico-norte
(Merluccius productus), Lin, Park e Morrisey (1995) encontraram resultados para DQO que
variaram entre 6000 a 27000 mg.L™. Conforme a espécie de pescado e as varias etapas de
processamento nota-se diferentes respostas para a qualidade dos efluentes obtidos (ACHOUR
et al., 2000; CARAWAN, 1991; DEL VALLE; AGUILERA, 1990; GREEN et al., 1984;
MENDEZ et al., 1992; RIDDLE; SHIKAZE, 1973).

Os corpos de aguas doces e salinas sao divididos em trés classes, diferindo entre si

pelos limites maximos de concentracdo de DBO estabelecidos pelo CONAMA. Os resultados
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do presente trabalho, apresentaram o valor de DBO que excede os limites das classes com
maiores valores permitidos, como 10 mg/L O, na classe 3 de aguas doces (BRASIL, 2005).

Segundo a resolucdo do CONAMA n° 430/2011, os efluentes devem ser tratados antes
de ser lancados nos corpos d’agua, padronizados com valor de pH entre 5 ¢ 9 e remover, no
minimo, 60% de DBO (BRASIL, 2011).

De acordo com Eckenfelder (1980), para tratamentos biolégicos é considerada uma
boa relagcdo entre nitrogénio e fosforo, a proporcdo N/P igual a 5, em razdo do favoravel
crescimento de biomassa. A relacdo entre a quantidade de nitrogénio e fésforo no efluente foi
de 4,5, demonstrando potencial degradavel por agentes microbioldgicos. Perante isso,
avaliando aguas residuais da etapa de sangria e filetagem, Souza (2010) também encontrou
valores elevados para DQO, com 6300mg.L™, e demonstrou que o reuso das &guas residuais
como substrato de reatores anaerdbios apresentam bom desempenho na producdo de biogas.
Com o mesmo objetivo, avaliando efluentes de empresa processadora de atum, Achour et al.
(2000) acoplaram a captacdo de aguas residuais, um sistema de digestdo anaerdbia,
verificando uma reducédo de 90% do total da demanda quimica de oxigénio.

Assim, em razdo dessas caracteristicas, algumas pesquisas sugerem 0
reaproveitamento de &guas residuarias como coprodutos destinados a geracdo de energia
limpa (KANJANAPONGKUL et al., 2009; KRAMER et al., 2011; SHIMOYAMA et al.,
2008), ingrediente de racdo animal (LIM; KIM; HWANG, 2003), e aditivos na inddstria
farmacéutica e alimenticia (BOURTOOM et al.,, 2009; HUIDOBRO; MONTERO;
BORDERIAS, 1998).

Em regiBes de dificil acesso aos recursos hidricos, como em industrias processadoras
de pescado da Uganda, destaca-se a importancia em reduzir, reciclar e reutilizar a 4gua e, ao
mesmo tempo, garantir a qualidade e inocuidade do alimento processado (MCDONALD et
al., 1999). Nessa linha ha trabalhos que propdem estratégias para reduzir o consumo de agua,
com a reintroducdo desta em etapas de processamento, ou em etapas com menor exigéncia de
qualidade da a4gua, como na limpeza das instalacdes (CASANI; KNOCHEL, 2002; CASANI;
ROUHANY; KNOCHEL, 2005; DROST et al., 2014; MIERZWA, 2002).

Por fim, considerando que o teor de proteina bruta equivale a 63% da amostra
liofilizada, e que a cada 1kg de CMS de tilapia foram utilizados 3L de agua potavel para
efetuar a clarificacdo ou lavagem do Minced, a demanda bioldgica necessaria para degradar a
matéria organica contida na agua residual serd igual a 13970,64 mgO,. Assim, uma empresa
processadora de tilapia que produz 1 t de Minced por més, necessita de, aproximadamente,

13970.10° mg de O, para degradar a matéria organica presente no efluente (sendo a demanda
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estimada com base na &gua residual proveniente apenas do primeiro ciclo de lavagem do
CMS).

Assim, é imprescindivel que efluentes gerados durante o processamento do Minced
sejam reaproveitados como coprodutos de valor agregado, ou, uma vez descartados, tenham

sido tratados previamente.

4.3.2 Caracterizacgdo da fracdo aquosa liofilizada
O material obtido apds a liofilizacdo da fracdo aquosa é constituido de 3,28% de
lipideos e 63% de proteina bruta, sendo a quantidade de material liofilizado (peptona) obtida

em um ciclo de lavagem de Minced igual a 1,22%.

4.3.3 Efetividade de peptonas

4.3.3.1 Curvas de crescimento de microrganismos
O desenvolvimento de microrganismos na peptona da &gua residual liofilizada foi
analisado por meio das curvas de crescimento de E. coli e S. aureus (Figuras 4.2 e 4.3,

respectivamente).
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Figura 4.2 - Curvas de crescimento para Escherichia coli (a) Peptona Comercial 1 —
Himedia®, (b) Peptona Comercial 2 — BD®, (c) Peptona Agua residual liofilizada.
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Apesar da peptona Himedia® apresentar inicio da fase log em 4 h de incubac#o,
ocorreu baixo crescimento da bactéria. Desse modo, 0 meio de cultura que apresentou
condicdes mais favoraveis para o desenvolvimento da Escherichia coli, com melhor
reprodutibilidade em pouco tempo, foi aquele preparado com a peptona da agua residual. E
possivel observar que a E. coli inicia a fase log com 5 h de incubacéo, e a fase estacionaria
apos 15 h, mantendo-se constante até o final da leitura em 48 h. Em todos os testes néo foi
possivel visualizar a fase de declinio, 0 mesmo observado em estudo com Escherichia coli
(ATCC 35150) por Cetin-Karaca e Newman (2015), Escherichia coli (ATCC 25922) por
Dufossé, De La Broise e Guerard (2001) e Viani (2014). De modo geral, as bactérias
cultivadas em peptonas comerciais apresentaram baixo crescimento em relacdo ao meio
contendo peptona residual liofilizada.

Em relagdo & curva de crescimento apresentada pela peptona comercial Himedia®, a
estabilidade (fase estacionéria) foi alcancada em 7 h, entretanto, no tempo de 17 h, a E. coli
continuou a crescer, apresentando um comportamento que se assemelha a uma reta
ascendente, porém com baixa velocidade de crescimento. O mesmo comportamento de
crescimento de E. coli foi observado em estudo com peptonas de hidrolisado de aparas de
camardo (Macrobachium amazonicum) (VIEIRA et al., 2005), e com peptonas obtidas por
hidrélise enzimatica da espécie "trevally yellow stripe” (Selaroides leptolepis) (KLOMPONG
et al., 2012), que sugerem a influéncia do valor do pH como fator diretamente relacionado ao
crescimento, assim, os autores relacionam o aumento do pH ao crescimento da populacdo de

microrganismos.
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Figura 4.3 - Curva de crescimento para Staphylococcus aureus, nas seguintes peptonas: (a)
Peptona Comercial 1 — Himedia®, (b) Peptona Comercial 2 — BD®, (c) Peptona Agua residual
liofilizada.

Nos meios de cultura nos quais foi inoculado o Staphylococcus aureus é possivel notar
gue em todas as peptonas, a fase lag foi mais extensa, comportamento diferente do
apresentado pela E. coli. A mesma performance na curva de S. aureus também foi encontrada
por Klompong et al. (2012) e Oliveira et al. (2013), que ndo verificaram mudanga na
densidade celular nas primeiras 4 h de incubacdo. Os autores justificaram que durante essa
fase o nimero de células ndo apresenta alteracdo consideravel, pois em um novo meio ndo ha
reproducdo imediata dos microrganismos, além das culturas terem sido transferidas de um
meio rico, como o BHI, para o meio de cultura elaborada com as peptonas, sendo necessario
um tempo para sua adaptacdo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

O meio de cultura elaborado com a peptona Himedia® atingiu mais rapido a fase log
em 5 h, alcangando a fase estacionaria ap0s 14 h e declinio apos 24 h. Entretanto, no tempo de
20 h a curva também apresentou um pequeno aumento, como para E. coli (peptona
Himedia®), mas ap6s 4 h teve inicio a fase de declinio. Dentre os resultados, a peptona
residual completou a fase logaritmica em menor tempo de 7 a 10h, associando também a este

fato, a maior densidade celular de S. aureus no menor tempo.
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Por outro lado, o crescimento da E. coli na peptona residual foi mais elevado em
relagdo ao crescimento do S. aureus. Além das caracteristicas morfoldgicas e estruturais
proprias de cada espécie, Klompong et al. (2007) e Klompong et al. (2012) revelaram que 0s
diferentes niveis de densidade celular e valores de pH, estdo relacionados aos diferentes
tamanhos de peptideos, tempo de geracédo (inicio da fase log) e maxima taxa de crescimento.
A reducdo do peso molecular das proteinas favorece a absorcao por parte dos microrganismos
(BHASKAR; MAHENDRAKAR, 2008).

As curvas de crescimento do presente trabalho e as reportadas na literatura indicam
que peptonas obtidas de residuos de pescado possuem melhores desempenhos no crescimento
microbiano quando comparadas as peptonas comerciais de qualidade (ASPMO; HORN;
EISINK, 2005; FALLAH; BAHRAM; JAVADIAN, 2015; GILDBERG et al., 2010;
SAFARI et al., 2011; SAFARI et al., 2012; VIEIRA et al. 2005). Uma hipétese para esta
efici~encia estd no fato de que o tecido muscular do pescado, apresenta mais compostos
nitrogenados sollveis, do que outros tecidos biolégicos (HAARD, 1995).

4.3.3.2 Producéo de Biomassa

A producdo de biomassa via crescimento dos microrganismos Escherichia coli e
Staphylococcus aureus cultivados em meio liquido contendo peptonas da agua residual e
peptonas comerciais, estd apresentada na figura 4.4.
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Figura 4.4 - Producdo de biomassa do crescimento microbiano de (a) Staphylococcus aureus
(b) Escherichia coli, para as peptonas comerciais e peptona da &gua residual.

Para S. aureus a producdo de biomassa variou de 32,9 a 83,1 g de biomassa.100mL™, e
para a E. coli os resultados encontraram-se na faixa de 30,1 a 99,9 g de biomassa.100mL™,
sendo que o valor maximo de biomassa produzido por ambos o0s microrganismos
correspondeu a peptona de agua residual.

A elaboracdo de meios de cultura com peptona de residuo dessa mesma espécie de
pescado também foram objeto de estudo de Viani (2014), que avaliou a eficiéncia da silagem
acida fracionada de visceras de tilapia no crescimento de E. coli e S. aureus, sendo a maior

producdo de biomassa proveniente da peptona residual.

4.3.3.3 Avaliacdo por Plaqueamento

A figura 4.5 ilustra o crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus aureus na
peptona de agua residual liofilizada e peptonas comerciais.

A peptona comercial Himedia® apresentou melhor desempenho para subsidiar o
crescimento de E. coli, sequido pela peptona da 4gua residual e Difco® (Tabela 4.1). Porém,
em relacdo a S. aureus, a peptona elaborada a partir da agua residual liofilizada foi mais

efetiva para o crescimento das bactérias, seguida pela peptona da Himedia® e Difco®.
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(a) S (b)

Figura 4.5 - Plagueamento de crescimento microbiano cultivados em meio liquido contendo
peptona da agua residual liofilizada e peptonas comerciais, na diluicdo 10°. (a) Peptona
Comercial Himedia®, Escherichia coli; (b) Peptona Comercial Difco®, Escherichia coli; (c)
Peptona da Agua residual liofilizada, Escherichia coli; (d) Peptona Comercial Himedia®,
Staphylococcus aureus; () Peptona Comercial Difco®, Staphylococcus aureus; (f) Peptona da

Agua residual liofilizada, Staphylococcus aureus.
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Tabela 4.1 — Contagem, em UFC.g™, para E. coli e S. aureus, diluidos até 10, cultivados em
meio liquido contendo peptona de agua residual e peptonas comerciais

Peptonas E. coli S. aureus
Himedia® Incontavel 3,2 x 10’
Difco® 1,27 x 10° 4,0 x 10°
Agua residual 1,71 x 10° 5,1 x 10

Assim como no presente trabalho, H-Kittikun, Bourneow e Benjakul (2012) e
Vazquez e Murado (2008) extrairam peptona de agua residual do processamento de tecido
muscular de polvo (Octopus vulgaris) e nemipteridae (Nemipterus hexodon), respectivamente.
Comparando peptonas comerciais e peptonas de residuo, 0s autores constataram, nas peptonas
residuais, a maxima producdo de bacteriocinas por L. lactis e P. acidilactici (VAZQUEZ;
MURADO, 2008) e de transglutaminase por Enterobacter sp. e Providencia sp. (H-
KITTIKUN; BOURNEOW:; BENJAKUL, 2012).

Outros trabalhos também demonstraram o desempenho de peptonas obtidas a partir de
visceras (DERAZ et al., 2011; POERNOMO; BUCKLE, 2002; VAZQUEZ; GONZALEZ;
MURADO, 2004; VIANI, 2014). Aliado a isso, atualmente, pesquisadores consideram que a
aplicagdo de misturas de peptonas confere maior efetividade ao meio de cultura, devido ao
sinergismo. A selecdo da peptona ou da mistura delas € determinada em relacdo a taxa de
producdo e proliferagdo dos microrganismos (HUSIN et al., 2015). Diante disso, com 0
preparo do pool de peptonas provenientes de hidrolisados de residuo de tilapia poderiam ser

obtidos coprodutos a serem utilizados como substrato de crescimento microbiano.

4.4 Conclusao

Os efluentes da etapa de clarificacdo do Minced de tilapia apresentam elevados valores
de DBO e DQO, evidenciando quantidades consideraveis de matéria organica.

Peptonas liofilizadas, extraidas da agua residual do Minced contém consideravel teor
proteico, da ordem de 63% e demonstraram ser substratos eficientes para o crescimento e
desenvolvimento de microrganismos, como Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
caracterizando um coproduto que pode ser apresentado como uma alternativa em substituicéo

as peptonas comerciais convencionais.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Os efluentes gerados durante a etapa de clarificacdo do Minced de tilapia apresentaram
elevados valores para DQO e DBO, sugerindo uma alta quantidade de matéria organica, fato
que limita o descarte direto do efluente no ambiente.

A 4agua residual liofilizada da operagdo de clarificacdo do Minced apresentou notoria
atividade antioxidante em todas as concentragdes avaliadas.

A peptona elaborada a partir da agua residual foi caracterizada como boa fonte de
nitrogénio, subsidiando o crescimento dos microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, com melhor desempenho em relacdo as peptonas comerciais.

A d4gua residual do processamento de Minced tem potencial de reaproveitamento, tanto
como fonte de compostos bioativos de interesse para a industria alimenticia, como na

producdo de peptona para uso como meio de cultura microbiana em bioprocessos.



