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RESUMO

Oleos de peixe sdo importantes produtos para a inddstria farmacéutica e alimenticia. Quando
obtidos a partir de residuos adequadamente manipulados, contribuem para diminuicdo dos danos
ambientais gerados pelo descarte. Adicionalmente, a utilizagdo de enzimas microbianas como
ferramenta biotecnoldgica para o enriquecimento de acidos graxos poli-insaturados em 6leos de
pescado é crescente. No entanto, pesquisas que abordem a obtencdo de 6leo refinado a partir de
residuos de espécies amazonicas e a utilizacdo de enzimas lipoliticas para o beneficiamento dos
mesmos é desconhecida. Nessa pesquisa, selecionou-se um fungo conservado na Colecdo de
Culturas DPUA/UFAM para aplicagédo da respectiva enzima, verificacdo de seus efeitos sobre o
oleo refinado dos residuos de piracatinga (Callophysus macropterus). As culturas de fungo foram
reativadas e autenticadas conforme literatura especializada, submetidas aos ensaios de potencial
lipolitico (em meio sélido e por titrimetria) e de toxicidade contra Artemia salina. O extrato
lipolitico bruto (lipases) foi sintetizado por fermentacdo submersa, parcialmente caracterizado
(pH e temperatura 6timos) e liofilizado. O 6leo bruto foi termomecanicamente extraido e
devidamente refinado. Em condic¢des 6timas demonstradas pela caracterizacdo parcial, aplicou-
se 0 extrato bruto do fungo selecionado sobre o Gleo refinado de piracatinga. Quanto as
caracteristicas do 6leo, os quantitativos de EPA e DHA em piracatinga sdo analogos a maioria
das espécies de agua doce. Entre os fungos analisados, a cultura Aspergillus wentii DPUA 1725 é
fonte segura (auséncia de toxicidade contra Artemia salina) para obtencdo de lipases para a
industria de alimentos. Quanto as condicdes 6timas (pH 6,6 e temperatura 42 °C), a lipase de A.
wentii DPUA 1725 né&o difere da maioria das culturas de fungos estudados em outras pesquisas.
No entanto, a utilizacdo de sua enzima sobre o dleo de piracatinga C. macropterus apresentou
importante aumento (113,8%) na concentragdo de acidos graxos polinsaturados.

Vi



ABSTRACT

Fish oils are important products for pharmaceutical and food industry. When obtained from
properly handle waste, reduce environmental damage caused by its disposal. Additionally, the
microbial enzymes use as biotechnological tool for polyunsaturated fatty acids enrichment of fish
oils is increasing. However, research about the refined oil achievement from waste Amazonian
fish species and the lipolytic enzymes use for processing thereof are unknown. In this research, a
fungus preserved in the Culture Collection of DPUA / UFAM was selected for application of the
respective enzyme, check their effects on refined oil from piracatinga (Callophysus macropterus)
wastes. The fungal cultures were reactivated and certified as literature, submitted to lipolytic
potential (solid medium and titrimetric methods) and toxicity against Artemia salina tests. The
crude lipolytic extract (lipases) was synthesized by submerged fermentation, partially
characterized (optimum pH and temperature) and lyophilized. The crude oil was
thermomechanically extracted and refined. Under optimal conditions demonstrated by partial
characterization, was applied the fngus crude extract on piracatinga refined oil. Regarding the oil
characteristics, the EPA and DHA in piracatinga are similar to most freshwater species. Among
the analyzed fungi, Aspergillus wentii DPUA 1725 culture is a safe source (no toxicity against
Artemia salina) to obtain lipase enzymes for food industry. Regarding the optimal conditions (pH
6.6 and temperature 42 ° C), the lipase from A. wentii DPUA 1725 does not differ from most
fungal cultures studied in other researches. However, the enzyme use on piracatinga oil showed a
significant increase (113.8%) of polyunsaturated fatty acids concentration.
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APLICACAO DE LIPASES DE FUNGOS AMAZONICOS PARA MELHORAMENTO
BIOTECNOLOGICO DE OLEO DE PEIXE

1- INTRODUCAO

Acidos graxos poli-insaturados (AGPI) livres (com destaque para o &cido
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA)) e seus mono e digliceridios, encontrados
de forma abundante no musculo de peixes gordos e dleos de peixe, sdo usados na producgdo de
uma variedade de produtos farmacéuticos e aditivos alimenticios (SHARMA et al., 2001;
SIUTSMA; SWAAF, 2004; ESPINOSA et al., 2008).

Nas décadas passadas, considerava-se que somente peixes marinhos apresentavam
quantitativo expressivo dos acidos EPA e DHA (OGAWA; MAIA, 1999). Porém, algumas
pesquisas utilizando peixes de agua doce, incluindo peixes da Regido Amazénica, contrariaram
essa afirmacdo (INHAMUNS; FRANCO, 2001, INHAMUNS; FRANCO, 2008).

Residuos do processamento desses animais geram importantes subprodutos quando
adequadamente manipulados, como farinha e 6leo de peixe, entre outros. Mesmo diante do custo
do processo de purificacdo no produto final ser economicamente elevado, os éleos de peixe
despertam grande interesse (SIITSMA; SWAAF, 2004; PINHEIRO, 2006; RAMEL et al., 2008).

Oleos de peixe, quando brutos, apresentam impurezas, outros compostos e materiais
coloidais que o tornam inadequado para consumo humano. Pelo processo de refino, busca-se
remover os componentes ndo-triacilglicerdis que afetam a estabilidade desse 6leo (MORAIS et
al., 2001; CREXI et al., 2007):

Produtos alimenticios enriquecidos com esses Oleos refinados ou encapsulados
nutracéuticos de dleo de peixe sdo alternativas de consumo de AGPI, importantes em populagdes
onde o indice de consumo de peixe € baixo. Tais concentrados tém demonstrado efeitos benéficos
na aterosclerose, trombose, arritmia, eczema tépico, psoriase, asma e artrite reumatoide quando
administrados em humanos (CARVALHO et al., 2003; ESPINOSA et al., 2008; LEE et al., 2008).

Para obtencdo desses concentrados lipidicos, diversas pesquisas tém sido relatadas
utilizando métodos fisicos, quimicos e enzimaticos. Entre esses métodos, a aplicacdo das lipases
microbianas (método enzimatico), em sua maioria extracelulares, tem destaque porque

apresentam procedimento mais simples para isolamento a partir do caldo fermentativo, sdo mais



estaveis e apresentam propriedades intrinsecas mais diversificadas quando comparadas as lipases
de fonte animal ou vegetal (CARVALHO et al., 2003; CREXI et al., 2012).

A maioria das lipases disponiveis comercialmente é de origem microbiana, produzidas
principalmente a partir de fungos e bactérias (CORZO; REVAH, 1999; SHARMA et al., 2001,
LIU et al., 2008).

Na industria de alimentos, lipases microbianas tém sido utilizadas para obtencéo de
acidos graxos livres e partir da hidrélise seletiva de 6leos e gorduras presentes em alimentos,
conferindo particularidades fisico-quimicas, organolépticas e nutricionais a diversos alimentos.
Como exemplo, pela aplicacdo de lipases em Oleo de bacalhau obteve-se um incremento de
acidos graxos poli-insaturados nesse produto que conferiu atividades anti-carcinogénicas e anti-
escleroticas ao mesmo (PINHEIRO, 2006).

No Amazonas, diante do potencial existente para aproveitamento de residuos gerados
pelas industrias frigorificas de pescado, foi implantada uma industria produtora de farinha de
peixe, diminuindo-se assim o impacto gerado pelo descarte efetuado. No entanto, essa nova
industria ndo aproveita o Oleo proveniente desse processo devido desconhecerem as etapas
necessarias para o seu beneficiamento e ndo possuirem estrutura para tal fim, desperdicando
assim um recurso passivel de exploracdo comercial. Ademais, a utilizacdo de fungos da
Amazobnia para melhoramento da qualidade de 6leos de peixe é desconhecida, significando um
potencial biotecnoldgico inédito a ser explorado.

Diante dessas consideracfes, nesse trabalho se procurou identificar um fungo com
grande potencial lipolitico, isolado de substrato amazonico, armazenado na Colecdo de Culturas
de Fungos da Universidade Federal do Amazonas e conduzir a aplicacdo das enzimas lipoliticas
produzidas por esse microrganismo sobre 6leo obtido a partir de residuos de peixes amaz6nicos.
O efeito da aplicacdo do extrato enzimatico desse microrganismo no Oleo de peixe foi
cromatograficamente caracterizado e quantificado, comparando-se o resultado obtido nos 6leos
enzimaticamente tratados com os 0leos sem tratamento enzimatico e com o 6leo bruto.

Dessa forma, pretende-se diminuir o impacto ambiental gerado pelo descarte dos bio-
residuos de peixe pelos frigorificos locais e tornar o 6leo de peixe amazdnico mais atrativo para

utilizacdo com fins alimenticios ou farmacéuticos, conforme o efeito da enzima fungica aplicada.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - LIPIDIOS E ACIDOS GRAXOS

O termo lipidios (ou lipideos, ambas as grafias sdo corretas) abrange uma grande
variedade de substancias com aspecto oleoso ou gorduroso, cujas principais fungdes sdo atuarem
como componentes estruturais importantes de membranas celulares, isolantes térmicos,
impermeabilizantes, mecanismos para ajuste de densidade corporea ao ambiente circundante e/ou
servirem como reserva energética. Encontrados nos organismos Vivos animais ou vegetais,
geralmente sdo insollveis em &gua e sollveis em solventes organicos, a exemplo do alcoois,
cloroformio e éteres (VISENTAINER; FRANCO, 2006; NELSON; COX, 2014).

Uma emergente definicdo vem sendo proposta, na qual consta que como lipidios sdo
considerados o0s 4&cidos graxos e seus derivados, e outras substancias relacionadas
biossinteticamente ou funcionalmente a esses compostos (VISENTAINER; FRANCO, 2006).

Outros termos mais coloquiais que abrangem os lipidios sdo 6leos e gorduras,
diferenciados de acordo com o estado fisico (liquido e solido, respectivamente) destes a
temperatura ambiente. No entanto, dependendo da localizacdo geogréfica, um 6leo na regido
tropical pode ser uma gordura na regido artica (VISENTAINER; FRANCO, 2006).

No Brasil, o0 Conselho Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos define 20 °C
como o limite inferior para o ponto de fusdo das gorduras, classificando os outros componentes
com ponto de fuséo abaixo desse valor como 6leos (VISENTAINER; FRANCO, 2006).

De acordo com a estrutura quimica, os lipidios podem ser classificados como:

- monoacilglicerois, diacilglicerois, triacilglicerdis (Figura 1a) — diferenciados pela
quantidade de acidos graxos (respectivamente, um, dois e trés) ligados ao glicerol;

- ceras

- glicerofosfolipidios (Figura 1b)

- esfingolipidios (Figura 1c)

- esterois (Figura 1d) — caracterizado pelo nucleo esteroide (formado por quatro anéis
fundidos, sendo trés com seis carbonos e um com cinco carbonos).

Entre todos os tipos acima mencionados, os triacilglicerois sdo os mais abundantes.

11
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26CH;
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25CH — CH;,
I
24CH,
I
23 CH,
|
22 CH,
I 21
20CH=— CH;
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Colesterol
(um exemplo de ESTEROIDES, caracterizado pelo nucleo esteroide)

HO

Figura 1 - Principais classes de lipidios e respectivos constituintes da estrutura quimica molecular (adaptada de
NELSON; COX, 2014)

Apesar dos profissionais da area de saude preferirem triglicérides ou triglicerideos
como denominacao dos triacilglicerois, esta ultima esta diretamente relacionada a constitui¢do da
Verifica-se, portanto, que um

12
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triacilglicerol apresenta-se quimicamente como uma molécula de glicerol cujos atomos de
hidrogénio da hidroxila foram substituidos por &cidos graxos (NELSON; COX, 2014;
VISENTAINER; FRANCO, 2006).

A maioria dos triacilglicerois de ocorréncia natural sdo mistos, ou seja, contém dois
ou mais &cidos graxos diferentes ligados ao glicerol (NELSON; COX, 2014).

Entre os varios esteroides, merece destaque o colesterol, substancia necesséria para a
realizacdo de varias funcGes metabdlicas e transportado pelo sangue como lipoproteinas. O
colesterol é classificado principalmente pelas densidades apresentadas por suas fracGes, também
utilizadas em separado ou englobadas no termo colesterol total, para medicdo do indice de
colesterol sanguineo . As fracdes séo lipoproteinas de baixa densidade (low density protein —
LDL), lipoproteinas de muito baixa densidade (very-low density protein — VLDL) e lipoproteina
de alta densidade (high density protein — HDL). Para reduzir o risco de doenca cardiovascular, é
importante encontrar o equilibrio correto entre HDL/LDL e a reducdo do VLDL e triglicerideos
(NELSON; COX, 2014).

2.1.1 — Classificacdo e nomenclatura dos acidos graxos

Acidos graxos sdo acidos carboxilicos com cadeia hidrocarbonada, variando entre 4
até 36 atomos de carbono na cadeia principal, que podem ou ndo conter duplas liga¢des entre 0s
carbonos; podem apresentar ainda anéis de trés carbonos, grupos hidroxila ou ramificacdes de
grupos metila (Figura 2) (NELSON; COX, 2014).

o o
Il ll
Cc C — =
AVAYAYAVAVAVAVANRENAVAVAVAVARAVARVAVAN
HO HO
acido palmitico acido linoleico
(o]
Il
C —— = S
/
HO

acido a-linolénico

Figura 2 — Estrutura quimica de alguns &cidos graxos (adaptado de MARTIN et al., 2006; NELSON; COX, 2014).
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Na natureza, acidos graxos insaturados estdo tanto esterificados em fosfolipidios ou
triacilglicerdis ou ainda, devido a hidrolise parcial, encontram-se na forma livre (BURRI et al.,
2012).

Para classificacdo dessas moléculas, consideram-se os tipos de ligacdes e, quando
presentes duplas ligacOes, a quantidade dessas entre os carbonos da cadeia principal (NELSON;
COX, 2014). Na existéncia exclusiva de ligacdes simples, denominam-se &cidos graxos
saturados (AGS); quando presente uma dupla ligacéo, acidos graxos monoinsaturados (AGMI);
caso presentes mais de uma dupla ligacédo, acidos graxos poli-insaturados (AGPI) (SANT’ANA,
2012) (Quadro 1).

Uma nomenclatura simplificada para esses compostos especifica 0 comprimento da
cadeia e o numero de duplas ligacdes, separados por dois pontos (NELSON; COX, 2014)
(Quadro 1).

Apesar de regras estabelecidas pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), onde as moléculas sao enumeradas a partir do grupo quimico caracteristico,
aos acidos graxos sdo atribuidos nomes comuns amplamente utilizados, relacionados com alguma
caracteristica da molécula e que desconsideram a regra formal dessa comissao (Quadro 1).

Especialmente, acidos graxos insaturados (AGI) sdo comumente classificados em
grupo dmega (®) ou “n”, seguidos de numero indicativo referente a posicdo da primeira dupla
ligagdo contada a partir da terminacdo metil da cadeia carbonica (Figura 3). Os AGI também

apresentam na natureza isomeria geomeétrica cis-trans, sendo minoritarios os isdmeros trans.

|
\/\/\/\/\/\/\/

acido eicosapentaenoico (EPA)- w-3

lll a
1(\7/\{\/\/\/\/\/\0

acido araquidonico (ARA)- w-6

Figura 3 — Exemplo ilustrado da numeragdo indicativa de posicdo da primeira dupla ligacdo dos &cidos graxos
polinsaturados de duas diferentes classes (adaptado de MARTIN et al., 2006; NELSON; COX, 2014).
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Quadro 1 — Férmula molecular e nomenclaturas de alguns acidos graxos

Nomenclaturas

Formula
IUPAC comum (derivacéo) o (ou n)

Exemplos de acidos graxos saturados
CH;COOH acido etanoico acido acético -
CH5(CH,),,COOH acido dodecanoico acido laurico (do latim laurus, “arvore de louro™) -
CH5(CH,),,COOH 4cido hexadecanoico cido palmitico (do latim palma, “palmeira™) 16:0
CH3(CH,)13COOH acido eicosanoico iélé:gi]ﬂom?rr%ig;'dico (do latim Arachis, género de -

Exemplos de acidos graxos monoinsaturados
CH3(CH,)sCH=CH(CH,);COOH 4cido cis-9-hexadecenoico acido palmitoleico 16:1 (w-7)
CHj3(CH,),CH=CH(CH,),COOH acido cis-9-octadecenoico acido oleico (do latim oleum, “6leo) 18:1 (®-9)
CH5(CH,),CH=CH(CH,),COOH 4cido cis-11-eicosenoico acido gadoleico 20:1 (w-9)
CH;(CH,),CH=CH(CH,),;COCOH acido cis-13-docosenoico acido erucico 22:1 (w-9)

Exemplos de acidos graxos poli-insaturados
CH;(CH,CH=CH)3 (CH,)sCOOH acido cis-7,10,13-hexadecatrienoico acido alfa-linolénico 18:3 (w-3)
CHj3(CH,CH=CH)3(CH,)qCOOH acido cis-11,14,17-eicosatrienoico acido eicosatrienoico 20:3 (»-3)
CH3(CH,CH=CH);5(CH,);COOH 4cido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico acido eicosapentaenoico 20:5 (0-3)
CH3(CH,CH=CH)¢(CH,),COOCH,CHj; acido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico etil éster | acido docosahexaenoico 22:6 (0-3)
CH3(CH,)5(CH,CH=CH),(CH,);COOH 4cido cis-9,12,-octadecadienoico acido linoleico (do latim linon, “linho™) 18:2 (w-6)
CH3(CHy)3(CH,CH=CH),(CH,);COOH acido cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico acido araquiddnico 20:4 (0-6)

Adaptado de SANT’ANA (2005); SAHENA et al. (2009); NELSON; COX (2014).




2.1.2 — Metabolismo dos acidos graxos

Nos tecidos animais hd quatro familias de 4cidos graxos, denominados ®-3, ®-6, ®-7
e »-9 (Quadro 2). Os acidos linoleico (LA) e linolénico (LNA), pertinentes respectivamente as
duas primeiras familias acima mencionadas, sdo considerados AGPI essenciais aos seres
humanos porque somente sdo adquiridos através da alimentacdo e sdo capazes de serem
convertidos a outros AGPI de interesse ao organismo (Quadro 2) (SANT’ANA, 2012).

®-3 -6 -7 -9
Palmitico Estearico
(C16:0) (C18:0)
! l
A® — dessaturase
¢ _(II'_nNO!:;"CO Linoleico Palmitoleico Oleico
(18:3) (LA) (C16:1) (C18:1)
! ! ! l
A® — dessaturase
Estearidonico v —(Ill_rﬂ:;nco C16:2 C182
(C18:4) (C18:3) ’ )
! ! ! l
Elongase
Eicosatetraenoico Dihomo—y-linolénico . .
C20:4 (C20:3) C18:2 C20:2
! ! ! !

Eicosapentaenoico

A® — dessaturase

Araquidodnico v—linolénico (LNA)

Dihomo—y—linolénico

(EPA) . . )
(C20:5) (C20:4) C18:3 C20:3
! l l !
Elongase
Docosapentaenoico Docosatetraenoico Dihomo—y-linolénico C22:3
(C22:5) C22:4 C20:3 '
1 ! ! l
Elongase
C24:5 C24:4 C22:3 C24:3
1 ! I
A® — dessaturase e p — oxidacdo
Docosahexaenoico Docsapentaenoico . )
(DHA) C22'5 C22:4 C22:4
(C22:6)

Quadro 2 — Biossintese de &cidos graxos (adaptado de SANT’ANA, 2012; SAHENA et al., 2009).

Na auséncia desses AGPI essenciais, 0 homem e demais animais demonstram
capacidade de sintetizar alguns acidos graxos. Essa sintese pode ser efetuada a partir de
carboidratos e aminoacidos, em uma sintese chamada “de novo” a partir da acetil coenzima A
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(acetil-CoA), pela acdo de uma enzima chamada &cido graxo sintetase, originando o &cido
palmitico (C16:0). Esse &cido, pela acdo de elongases, responsaveis pelo aumento da cadeia,
pode originar o acido estearico (C18:0), todos saturados (SANT’ANA, 2012).

No entanto, 0 organismo necessita de acidos graxos insaturados para Vvarios processos
fisiologicos (Figura 4). Através do mecanismo de dessaturacdo (Quadro 2), facilitado por
enzimas denominadas dessaturases ou acetil-CoA dessaturases, € possivel a introducdo de
insaturacdes (do tipo duplas ligacdes) nesses acidos graxos saturados (SANT’ANA, 2012).

Dietas com acidos graxos polinsaturados

Oleos de Peixe Oleos Vegetais
) . . Ricos em acidos graxos omega-6
Ricos em acidos graxos omega-3 Linoléico (18:2)
EPA (20:5), DHA (22:6) Pequena quantidade de acidos graxos

omega-3 Linolénico (18:3)

, }

Os acidos graxos sdo incorporados em membranas fosfolipidicas de plaquetas, vasos
sangiiineos, células endoteliais e outras células

}

Liberacdo de acidos graxos de membranas. Os acidos graxos émega-3 competem com outros
acidos graxos polinsaturados para sintese de diferentes produtos. Sua presenca reduz a
producdo de substancias coagulantes.

Sintese de Prostandides
Estes regulam atividades bioquimicas em plaquetas, células endoteliais de vasos sanguineos,
outras celulas sanguineas e tecidos.

| ' | |

Prostaglandinas Tromboxanas Prostaciclinas Leucotrienos
Diferentes tipos de  Promovem formacéao de Reduzem a formagdo de Afetam os neutrofilos
efeitos nos tecidos  coagulo no sangue coagulo no sangue

Figura 4 — Metabolismo e importancia dos &cidos graxos poli-insaturados para a fisiologia dos homens (extraida de
PACHECO, 2005).

A maioria dessas reacOes ocorre no reticulo endoplasmatico liso.  Poucas,
predominantemente encurtamento de cadeias, ocorrem nos peroxissomos. As posicOes da cadeia
carbonica para introdugdo dessas ligacGes dependem das dessaturares atuantes (NELSON; COX,
2014).
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Apesar da possibilidade de conversdo do LNA em EPA e DHA, é mais recomendada a
ingestdo direta desses Ultimos porque a enzima responsavel pelo processo apresenta baixo
quantitativo em humanos, resultando em baixo indice de conversao, ligeiramente mais eficiente
em mulheres (WARD; SINGH, 2005; CANDELA et al.,, 2011). Como exemplo, foram
apontados 0s seguintes indices de conversio do LNA em EPA/DHA, respectivamente:
aproximadamente 7,0/0,013% (GOYENS et al., 2005); 0,3/menos que 0,01% (HUSSEIN et al.,
2005) e 5-10/2-5% (CANDELA et al., 2011).

2.1.3 — Importancia fisiolégica e nutricional dos acidos graxos poli-insaturados

Nos anos 1970, um pioneiro estudo que procurava elucidar a relagdo entre doencas
coronarianas e 0s componentes da dieta de esquimos inuits e dinamarqueses, atribuiu a baixa
incidéncia dessas doencgas em inuits devido o elevado consumo de peixes, consequentemente,
acidos graxos m-3, em quantidade cinco vezes superior quando comparado aos dinamarqueses
(SANT’ANA, 2012).

Atualmente, vérias pesquisas apontam efeitos fisiologicos benéficos relacionados a
ingestdo de AGPI w-3. Esses efeitos sdo explicados pela alteracdo ocorrida no metabolismo
zicosanoide do sistema circulatorio, que permite a formacdo de prostaglandinas
consideravelmente menos eficientes na inducdo da agregacdo plaquetaria quando comparadas
aquelas dos AGPI w-6. Entre esses efeitos, podem ser enumerados (SAHENA et al., 2009; TUR
etal., 2012):

- reducdo dos triglicerideos do plasma

- inibicdo da agregacdo plaquetaria

- diminuic&o da viscosidade sanguinea

- diminuicdo da pressdo sanguinea

- reducdo da arteriosclerose, artrites, psoriase, asma e tumores.

Discute-se ainda o papel preventivo contra o cancer devido os AGPI originarem
carbonilas livres, consideradas tumorais.

Em nivel celular, atuam na manutencédo da estrutura, funcées e fluidez das membranas
celulares. S&o envolvidos na regulacdo de proteinas transportadoras, ATPase e complexos de

histocompatibilidade, na resposta imune e adaptacdo ao frio. Regulam a expressdo de alguns
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genes, incluindo aqueles codificadores da acido graxo sintase, dxido-nitrico sintase e proteinas
dos canais de sddio (SAHENA et al., 2009; BURRI et al., 2012).

Nas plantas, os AGPI séo transformados por uma variedade de enzimas em moléculas
oxigenadas (desde simples aldeidos até oxilipinas), que por sua vez atuam como agentes anti-
infecciosos, reguladores, hormonais e quimiostaticos; exercem ainda papel no odor e gosto desses
vegetais (SAHENA et al., 2009).

Nos humanos, a relacdo entre o metabolismo dos AGPI e a funcdo eicosanoide
tornou-se importante quando se descobriu que o araquidonato é o precursor de prostaglandinas.
Eicosanoides é um diverso grupo de horménios incluindo prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos. Os hormonios eicosanoides sdo fundamentais para a manutengdo da homeostase e
sdo relacionados a importantes condicdes fisioldgicas e patofisiologicas (SAHENA et al., 2009).

Existem evidéncias importantes relacionando AGPI -3 & prevengdo e ao tratamento
da artrite reumatoide e outras condic¢des inflamatorias. Pelo aumento do consumo diério de 30g
de peixe gordo (8% de lipidios no file), diminui em 49% o risco dessas patologias, além de
propiciarem reducdo das dosagens farmacoldgicas necessarias ao tratamento (McMANUS et al.,
2011).

Doencas cardiovasculares podem ser evitadas consumindo-se peixe assado ou cozido
ao menos uma ou duas vezes por semana. Os riscos de morte foram diminuidos em 20% para
arritmia, 36% para doencas coronarianas e 17% para mortalidade em geral (McMANUS et al.,
2011). A meta-analise conduzida por Djoussé et al. (2012) também aponta o0 menor risco de
problemas cardiacos associado ao consumo de acidos graxos ®-3 marinhos.

Para diabetes tipo Il e albumindria (indicador de dano renal), observou-se redugédo
associada ao grande consumo de peixes e frutos marinhos. A mesma associacdo foi verificada
para 0s niveis de triglicerideos na diabetes tipo | (McMANUS et al., 2011). Outros trabalhos
apontam resultados similares para diabetes tipo Il em chinesas (VILLEGAS et al., 2011).

Resultado contraditorio as afirmacdes acima foi apontado por Kaushik et al. (2009).
De acordo com meta-analise conduzida por Wallin et al. (2012), os resultados heterogéneos
apontadas por essas pesquisas deve-se a condi¢des geogréficas, recomendando a permanéncia das
atuais recomendag6es da satde publica sobre o consumo de peixe.

Importantes resultados, favoraveis ao consumo de peixes ou derivados por individuos

em sobrepeso ou obeso, foram apontados pelos trabalhos de Ramel et al. (2010) e McManus et al.
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(2011). Ramel et al. (2010) atestou reducdo de pressdo e gordura em consumidores de peixes e
derivados, enquanto McManus et al. (2011), em trabalho de revisdo, apresentou varias
evidéncias.

O é&cido araquidoénico (ARA) é o mais abundante AGPI em humanos, presente em
diversos Orgdos e tecidos, e o principal -6 existente no cérebro. Adicionalmente, 0 ARA é
precursor direto de varios eicosanoides reguladores do metabolismo lipoprotéico, reologia
sanguinea, funcéo leucocitaria e ativacao de plaquetas (WARD; SINGH, 2005).

Ensaios clinicos de suplementacdo com Gleo de algas rico em DHA resultou em
modificacOes potencialmente benéficas em alguns marcadores de risco cardio-metabdlico: quanto
ao tamanho das particulas, nos transportadores do colesterol ocorreu diminuicdo da VLDL e
aumento das LDL e HDL,; quanto a concentracdo, diminuicdo do VLDL e dos triglicerideos
(TAG) totais; diminuicGes na pressao sanguinea, ritmo cardiaco e stress oxidativo. Todos esses
efeitos sdo comparaveis aos observados com 6leo de peixe (TUR et al., 2012).

Quando administradas doses moderadas de 6leo de peixe (3g/dia, contendo 1,2:0,7:0,3,
g:g:g, respectivamente ®-3 total: DHA:EPA) durante 12 semanas de tratamento de pacientes com
acidente isquémico, ndo se observou efeito algum na disposicdo ou biomarcadores
cardiovasculares desses individuos. As provaveis causas desse resultado sdo dosagem
insuficiente, tratamento de curto prazo e/ou oxidacao dos 6leos de peixe utilizado (POPPIT et al.,
2009).

Pesquisas apontam que o excesso ou a deficiéncia quanto ao consumo de AGPI ®-3
durante a gravidez e amamentacao causam transmissao neural deficiente ao longo da via auditiva,
retardo no crescimento e tendéncia de aumento da mortalidade pds-natal. Portanto, evidencia-se
a importancia do consumo moderado (SAHENA et al., 2009).

Até 0 momento, as pesquisas ndo sao unanimes quanto a afirmacao do papel positivo
da ingestao de 6leo de peixe no desenvolvimento cerebral e nas fungdes visuais (MAKRIDES et
al., 2010; SWANSON et al., 2013). Esse mesmo quadro contraditorio é verificado para a
diminuig&o dos sintomas da doenca de Alzheimer (SWANSON et al., 2013). No entanto, sabe-se
que o DHA pode contribuir na fertilidade masculina devido associagdes positivas entre a alta
concentracdo desse composto no sémen e a maior motilidade dos espermatozoides (WARD;
SINGH, 2005).
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Adicionalmente, AGPI »-3 podem atuar como protetores contra o desenvolvimento de
doencas alérgicas (asma, febre do feno, eczema topico), principalmente durante a gravidez e
primeira infancia, devido sua habilidade em inibir a producdo de mediadores inflamatorios
(FURUHJELM et al., 2009; VAN DEN ELSEN et al., 2012). Quando manifestadas as doencas
alérgicas, verificou-se uma relagdo inversa entre 0 consumo de peixe e a sensibilizacdo alérgica
em mulheres, mas ndo em homens (SCHNAPPINGER et al., 2009).

Quanto a prevencdo contra o cancer através do consumo de AGPI ®-3, apesar de
algumas evidéncias positivas, ainda ndo se tem afirmac@es conclusivas devidas ao baixo nimero
amostral e a falta de uniformidade metodol6gica das pesquisas até hoje implementadas
(McMANNUS et al., 2011).

Devido toda a importancia fisiolégica e nutricional acima mencionada, diversas
entidades, em varios continentes, estabeleceram recomendac6es relativas ao consumo de acidos
graxos.

No Oriente, a European Food Safety Agency ou Authority (EFSA) propde 250 mg de
EPA+DHA como o ingestdo diaria recomendavel para adultos (TUR et al., 2012).

No Ocidente, a American Hearth Association (AHA) recomenda para a populacdo em
geral o consumo de peixes (125 g) ao menos duas vezes por semana (uma por¢éo de peixe gordo,
outra porcdo de peixe magro). Tal quantitativo implicara em um consumo de EPA+DHA
proximo a 430mg/dia (TUR et al., 2012).

A World Health Organization (WHO) indica entre 300 e 500mg/dia. A International
Society for the Study of Fatty Acids and Lipids (ISSFAL) aconselha 500mg/dia. No entanto, a
North Atlantic Treaty Organization (NATO) aponta 800mg/dia (TUR et al., 2012).

A AHA também indica ingestdo EPA+DHA equivalente a 1g de EPA+DHA de peixe
ou 6leo de peixe para individuos com algum histérico de doenca cardiovascular ou ainda, 2-4¢g
como suplemento para aqueles com alto indice de triglicerideos no sangue (TUR et al., 2012).

A World Health Organization (WHO) recomenda para a populacdo em geral o
consumo regular (1 ou 2 vezes por semana) de peixe (aproximadamente 200-500 mg de
EPA+DHA). Vegetarianos ou ndo consumidores de peixe devem assegurar a ingestdo adequada
de fontes vegetais contendo LNA, devido o papel como precursor (0,5 — 20%) desses acidos
graxos (TUR et al., 2012).
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Na intencdo de atingir as quantidades acima mencionadas, recomenda-se
principalmente o consumo de fonte animal, com destaque para o peixe, devido o baixo indice de
conversdo do LNA (abundante em vegetais) em EPA e DHA (CANDELA et al., 2011).

Para a escolha de suplementos de EPA ou EPA+DHA de qualquer fonte animal ou
vegetal, visando a reducdo de problemas cardiovasculares, deve-se levar em conta trés indicaces
da Academy of Nutrition and Dietetics Evidence Analysis Library (CUNNINGHAM, 2012):

- pacientes sem doenca coronariana — ndo ha estudos que atestem os efeitos sobre a
suplementagdo de -3 nesses individuos;

- pacientes com doenga coronariana, mas sem quadros de angina ou implante de
equipamento regulador da funcdo cardiaca — suplementagdo de 850 mg/dia de EPA e/ou DHA
reduziu em 45% o risco de morte subita;

- pacientes com doenca coronariana, adicionalmente apresentando angina ou implante

de equipamento regulador da fun¢éo cardiaca — suplementos sdo contra-indicados.

2.1.4 — Recomendacdes quanto a ingestdo proporcional de acidos graxos poli-
insaturados

Nos primordios da histéria da humanidade, a dieta era predominantemente pobre em
calorias (20-25%) e baixo indice de gorduras saturadas (<6%), resultando em uma proporcéo de
®-6:m-3 aproximadamente igual a 1-2:1. Devido o atual conhecimento da relevancia do DHA na
fisiologia humana, acredita-se que essa situacdo pré-historica tenha contribuido para o
desenvolvimento cognitivo e cerebral da espécie (CRAWFORD et al., 1999).

As mudancas socioeconémicas ocorridas ao longo dos anos, com destaque para a
Revolucéo Industrial, caracterizam atualmente a dieta humana como altamente caldrica, com
elevado indice de gorduras saturadas (>10%), alto quantitativo de AGPI »-6 e baixo quantitativo
de ®-3. Essa caracteristica resulta em uma razio ®-6:»-3 nutricionalmente inadequada
(CANDELA et al., 2011).

Para a constatacdo dos efeitos benéficos, recomenda-se que a razdo da ingestéo entre
essas familias de AGPI seja ao menos entre 4-5:1 (MARTIN et al., 2006), preferencialmente
entre 1-2:1 (SIMOPOULOS, 2004). Todas essas recomendagdes estdo bem abaixo do atual
indice (razdo 20-30:1), o que pode acarretar ou intensificar sintomas de varios problemas
fisiologicos (CANDELA et al., 2011).
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Outro fator contribuinte para esse desequilibrio foi o interesse pelo aumento da
producdo e/ou produtividade. Isso acarretou o uso de alimentacdo alternativa, em sua maioria
racdo industrialmente produzida. Essas racdes, elaboradas utilizando grande quantidade de
ingredientes vegetais ricos em ®-6, apresentando excessiva quantidade energética e associada ao
confinamento adotado pelo sistema, propiciaram perdas quantitativa e proporcional de ®-3 em
alimentos naturalmente ricos nesse composto — a exemplo de carnes vermelhas, peixe e frangos
(SIMOPOULOQS, 2009; CANDELA et al., 2011).

2.1.5 — Fontes para obtencao de acidos graxos insaturados

Acidos graxos insaturados (AGI), especialmente ®-3, podem ser encontrados em algas,
bactérias, fungos, plantas e animais. Industrialmente AGI, sdo obtidos a partir de sementes e
algumas fontes marinhas.

Entre as algas, espécies de Nitzschia, Nannochloropsis, Navicula, Phaeodactylum e
Porphyridium sdo recomendadas para a producdo de EPA. Apresentam como desvantagem a
maior parte desse acido graxo estar dissociada do glicerol ou, nas espécies que apresentam essa
associacdo, necessitam de equipamento regulador de luminosidade devido serem fototréficas
obrigatorias. Devido essa necessidade, oneram 0s gastos financeiros, tornando essa fonte néo
atrativa para producdo de EPA em nivel industrial (WARD; SINGH, 2005; MARTINS et al.,
2013).

Uma alternativa para a minimizacdo desses custos seria a utilizacdo de algas
heterotroficas, como espécies de Chlorella, Nitzschia, Cyclotella e Tetraselmis, capazes de
crescerem em fermentadores convencionais devido a substituicdo da fotossintese para producao
de energia por fontes de carbono adicionadas ao meio de cultura, como exemplo a glicose
(WARD; SINGH, 2005; WANG et al., 2014).

Oleo da microalga Schizochytrium sp. fornece quantidade consideravel de &cido
docosapentaenoico (DPA, 22:5 ®-6). Ressalta-se que consumidores desse produto tiveram
aumento da concentracdo plasmatica de ARA, acido adrénico, DPA e DHA plasmaticos; aumento
de DPA e DHA em fosfolipidios dos eritrdcitos, aumento dos colesterdis LDL e HDL e aumento
da atividade do Fator VIl na coagulagéo (TUR et al., 2012).

Existem fungos do género Mortierella capazes de produzir ARA associado ao glicerol
(OGAWA et al., 2012; DEKYUKHINA et al., 2014), no entanto a produtividade obtida é
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tipicamente baixa (méaximo de 0,2g/L/dia), apesar de Mortierella alpina atingir produtividade
maxima de 1,2g/L/dia (WARD; SINGH, 2005).

Fontes bacterianas como Photobacterium profundum, Shewanella e Moritela marina
(também denominada Vibrio marinus), podem ser utilizadas. Algumas culturas apresentam EPA
e DHA em quantitativo superior a 25% do total de acidos graxos presentes na membrana celular.
Devido a maiorias dessas espécies bacterianas requererem para cultivo baixas temperaturas e alta
pressdo, tornam-se despreziveis para a producdo comercial. Apesar disso, devido facilitarem o
entendimento do mecanismo bioguimico e genético para a sintese de AGPI, significam potencial
fonte de material genético passivel de transferéncia para organismos com potencial industrial
(WARD; SINGH, 2005; EL RAZAK et al., 2013; BIANCHI et al., 2014; EL RAZAK et al.,
2014).

Espécies dos fungos Mortierella, Mucor e Cunninghamella podem produzir 6leo com
y-LNA em concentragcfes entre 15-25% dos &cidos graxos totais. As taxas de produtividade
obtidas em fermentacdes submersa e sélida foram 0,6g/L/dia e 1,3g/Kg substrato/dia,
respectivamente, em curtos periodos (10 dias). Essa produtividade pode ser otimizada quando se
utiliza o rompimento da célula fangica (WARD; SINGH, 2005; SALUNKE et al., 2014;
VADIVELAN; VENKATESWARAN, 2014).

AGPIs também sdo oriundos de fontes vegetais e podem apresentar importantes
beneficios a saude do consumidor (EGERT et al., 2009; LEMAITRE et al, 2009; SIOEN et al.,
2009; VIRTANEN et al., 2009; MALGEUNSINAE et al., 2010).

Somente o LNA proveniente do consumo de vegetais fontes de AGPIs ®-3 diminuiu o
risco de deméncia leve entre os idosos coreanos (MALGEUNSINAE et al., 2010).

Quando adequadamente enriquecidos, produtos de consumo diério ou derivados de
origem animal sdo importantes veiculos de ingestdo de AGPI ®-3. Somente para os derivados
carneos foram observados efeitos adversos - diminuicdo da qualidade sensorial e o tempo de vida
atil (TUR et al., 2012).

Um animal marinho que atualmente aparece como importante fonte de AGPI é o krill
(Euphausia superba). Pertinente ao grupo dos zooplanctons, é um crustaceo similar ao camardo,
mas que nao é tradicionalmente consumido por humanos. A alimentacdo desses animais consiste

de algas e ocorre em aguas oceanicas profundas. S&o apontados como o maior recurso alimenticio
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de animais maiores, como peixes, focas e baleias (BURRI et al., 2012; CUNNINGHAM, 2012;
TUR et al., 2012).

No mercado, j& existem capsulas com 6leo de krill, que apresenta entre 30-65% dos
acidos graxos incorporados nos fosfolipidios (CUNNINGHAM, 2012). Pesquisas apontam que
esse 6leo em doses menores ou iguais aquelas utilizando 6leo de peixe demonstraram efeito mais

significativo na reducdo da glicemia, triglicerideos e LDL (TUR et al., 2012).

2.2 - ACIDOS GRAXOS EM MUSCULO E DERIVADOS DE PEIXE

Oleos de peixe sdo obtidos principalmente de peixes capturados para tal propdsito
(como exemplo os peixes marinhos anchova, sardinha, cavala e savelha) ou sdo subprodutos da
fabricacdo de farinha de peixe. Também podem ser oriundos de residuos do processamento de
indUstrias de pescado (RAMEL et al., 2008; FIORI et al., 2012; MENEGAZZO et al., 2014).

Quando somente o filé é comercializado, restam residuos importantes como matéria-
prima para a extracdo de 6leo de peixe, como exemplo a cabeca, pele, espinhas e visceras (FIORI
etal., 2012; MENEGAZZO et al., 2014).

Para uma categorizacdo premium do 6leo de peixe, a qualidade e frescor da matéria
prima sdo fatores importantes na preparacdo desse produto. Quanto mais fresco, menor a agao
enzimatica e bacterioldgica sofrida, mantendo-se assim a conservacdo e melhor qualidade.
Particularmente para o Gleo de peixe, existe uma relacdo inversa entre a qualidade do 6leo e o
conteddo de &cidos graxos livres, ou seja, quanto mais alto o conteldo de acidos graxos livres no
6leo, menor a qualidade e, consequentemente, o valor comercial (AIDOS et al., 2003).

Industrialmente, de forma majoritaria, esses Oleos sdo extraidos pelo “processo de
reducdo Umida”, que consiste de trés etapas basicas: coc¢do, prensagem e centrifugagdo (FIORI
etal., 2012).

Independente da origem, esses Oleos despertam grande interesse devido aos AGPI
presentes nesse produto conferirem efeitos fisioldgicos e terapéuticos importantes, apesar do
custo de purificacdo do oOleo bruto ser economicamente elevado (SWTSMA; SWAAF, 2004;
PINHEIRO, 2006; RAMEL et al., 2008).

Quando refinados e desodorizados, consistem principalmente de triacilglicerois com

uma complexa composicdo em 4acidos graxos, varidvel conforme a localizagdo geogréfica,
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estacdo do ano, fatores dietéticos e origem da espécie (selvagem ou cultivado) (MENEGAZZO et
al., 2014).

Esses Oleos sdo prontamente incorporados ao coracdo e membranas do musculo
esquelético e podem reduzir a demanda do corpo inteiro ou do miocardio por oxigénio durante
exercicios fisicos, sem afetar o desempenho (TUR et al., 2012) .

Normalmente, cada cépsula de 6leo de peixe apresenta o quantitativo de 180-300 mg
de EPA e 120-200 mg de DHA (CUNNINGHAM, 2012).

Apesar do produto purificado indubitavelmente ser considerado a melhor opcéo para
consumo, a ingestdo de iguais quantidades de EPA+DHA a partir de peixe gordo ou capsulas de
6leo, respectivamente semanalmente e diariamente, foram igualmente efetivas para o
enriquecimento de -3 no sangue (HARRIS et al., 2007 ).

Uma dieta restritiva (-30% do requerimento estimado) utilizando o consumo de peixes
gordos ou cépsulas de 6leo de peixe, aplicada a individuos em sobrepeso de ambos 0s Sexos,
atestou a maior reducdo da pressdo sanguinea diastélica e menor quantitativo de DHA na
membrana eritrocitaria dos consumidores desses produtos quando comparado aos consumidores
de peixe magro e grupo controle (RAMEL et al., 2010).

A reducéo de peso em jovens homens em sobrepeso ou obesos, quadro que aumenta o
risco de outras doengas cronicas, foi obtida pela inclusdo de peixes magros como parte de outra
dieta restritiva de energia (McMANUS et al., 2011).

Na verificacdo dos efeitos do 6leo de peixe encapsulado comercialmente disponivel
sobre a funcdo endotelial, consumidores de dietas altamente caldricas ingeriram esse produto (1g
de EPA+DHA = grupo teste) ou placebo (capsulas de lactose = grupo controle) como suplemento
logo apo6s as refeicdes. Enquanto a funcdo endotelial dos individuos que ingeriram placebo foi
significativamente alterada, no grupo teste ela permaneceu imutavel (FAHS et al., 2010).

Outra pesquisa, conduzida com homens japoneses saudaveis, de meia-idade, que
naturalmente apresentavam alto consumo de peixe, demonstrou interessante resultado sobre os
parametros hematoldgicos (niveis de TAG plasmatico, colesterol, VLDL, viscosidade sanguinea
ou composi¢cdo de &cidos graxos nos fosfolipidios de plasma e hemécias). Durante quatro
semanas, logo apds as refei¢des, eram consumidas cinco capsulas de 6leo de peixe (1260 mg de
EPA + 540 mg de DHA — grupo teste) ou placebo (6leo de oliva — grupo controle). Os resultados

ndo demonstraram qualquer alteracdo, sugerindo que a suplementacdo com cépsulas de oleo de
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peixe somente é efetiva em individuos que apresentem baixo consumo de peixe (WATANABE et
al., 2009).

Os chineses, tradicionais consumidores de vegetais e graos integrais, atualmente
apresentando incremento maior de recurso alimenticio animal na dieta devido mudancas no estilo
de vida, acreditam que a gordura animal apresenta impacto negativo na saide. Adicionalmente,
créem que o beneficio do consumo de peixe é somente atribuido aquelas espécies com alto indice
protéico e baixo indice lipidico, preferencialmente de d&gua doce (ZHANG et al., 2010).

No entanto, pesquisa com homens dislipidémicos (portadores de niveis anormais de
lipoproteinas no sangue) demonstrou que a ingestao de peixe marinho gordo (nesse caso, salméao)
favoravelmente aumentou o indice de EPA e DHA, além de reduzir significativamente os niveis
séricos dos marcadores de risco de doencas cardiovasculares (HDL-colesterol e interleucina-6)
desses individuos (ZHANG et al., 2010).

Em relacdo aos AGPI na forma de fosfolipidios, um subproduto da industria pesqueira
considerado rica fonte desse elemento, especialmente quando proveniente do salméo, é o “fish
roe”, termo que abrange tanto 6vulos quanto os ovarios repletos de 6vulos dos frutos do mar,
incluindo os peixes (BURRI et al., 2012).

O comparativo de determinada espécie de peixe apresenta diferente conteldo de
acidos graxos ou gorduras totais conforme a procedéncia (cultivados ou selvagens) devido o uso
de fontes vegetais na elaboracdo das ragfes. Na maioria das vezes, 0s peixes cultivados
apresentam maior conteldo de gordura total e fracbes AGPI quando comparados aos peixes
selvagens da mesma espécie (BURRI et al., 2012; FIORI et al., 2012).

2.2.1 — Perfil dos acidos graxos em peixes

O perfil de acidos graxos em peixes (Quadros 3, 4 e 5) é bastante influenciado pelos
acidos graxos provenientes da dieta.

Aidos et al. (2002) verificaram variacdo sazonal no perfil de acidos graxos de 6leos
brutos extraidos de filé e residuos de arenque Clupea harengus, peixe marinho pelagico
categorizado como peixe gordo.

Em outra pesquisa, Aidos et al. (2003) compararam o efeito da temperatura (5 e 15 °C)
e do tempo de estocagem (0, 8, 24, 48 e 72 h) no perfil de acidos graxos de residuos dessa espécie,

utilizados como matéria-prima para extracdo de oOleo. Verificou-se que residuos desse peixe

27



apresentam alto conteudo de &cidos graxos monossaturados (475 g/kg), com destaque para o
acido docosenoico — 22:1 (197 g/kg) e &cido eicosenoico — 20:1 (130 g/kg). J& os AGPI somam
177 g/kg, sendo 49 g/kg para EPA e 66 g/kg para DHA; adicionalmente, o conteido desses
ultimos nao foi afetado pela temperatura ou tempo (Quadro 5).

Por sua vez, os 6leos extraidos desse peixe, apesar de também serem ricos em acidos
graxos monossaturados (447 g/kg), apresentaram maior quantitativo de EPA (53 g/kg) e DHA
(67 g/kg) quando comparados a matéria-prima. Ressalta-se ainda que tais quantitativos foram
maiores quanto mais tempo de armazenamento (72 h) apresentava a matéria-prima. Atribui-se
esse aumento de AGPI a ruptura da membrana celular ocorrida no processo de deterioracdo, o
que libera os DHA ali existentes. J& a maior temperatura de estocagem (15 °C) da matéria-prima
¢ favoravel a liberacdo do EPA associado aos triacilglicerois, presentes principalmente em
depdsitos de gordura (AIDOS et al., 2003) (Quadro 5).

Para consumo, a maioria dos pratos culinérios a base de peixe utilizam procedimentos
de coc¢do (assado ao forno, assado na brasa, frito) que imprimem efeitos ndo-apreciaveis no
conteddo de EPA e DHA quando comparados ao peixe cru (NEFF et al, 2014).

No Brasil, pesquisas sobre o perfil lipidico de peixes sdo crescentes.

Em artigo de Castro el al. (2007), utilizaram-se duas espécies de ocorréncia mundial
(carpa comum — Cyprinus carpio e tilapia do Nilo — Oreochromis niloticus) e um hibrido
“tambacu” (derivado do tambaqui — Colossoma macropomum e pacu - Piaractus
mesopotamicus), todos de crescente interesse para a piscicultura continental. O objetivo era
avaliar o perfil lipidico de exemplares com e sem pele, frescos e durante intervalos de tempo
mantidos sob congelamento, assim como verificar os efeitos de tratamentos térmicos (assado e
cozido) nos mesmos.

Como resultado, verificou-se que a retirada da pele foi importante para a reducdo do
conteddo lipidico total, apesar da composicao percentual de acidos graxos ser pouco afetada por
esse procedimento e pelos métodos de cozimento empregados (CASTRO et al., 2007).

Por sua vez, Visentainer et al. (2007) detectaram indices significativos de ®-3,
principalmente DHA, em espécies marinhas capturadas em Santos, litoral do estado de S&o Paulo.
Em relacdo ao EPA, merecem destaque xerelete (Caranx crysus), sardinha da lage (Opisthonema

oglinum), sardinha brasileira (Sardinella brasiliensis), savelha (Brevoortia aurea) e anchova
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(Pomatomus saltatrix). Comparando os valores obtidos com espécies de origem antartica,
verificou-se maior quantitativo total de -3 nas espécies da costa brasileira.

Estudos sobre o perfil de acidos graxos em peixes amazénicos tem conquistado mais
importancia ao longo dos ultimos anos.

Inhamuns; Franco (2001), verificaram os tipos de &cidos graxos existentes no filé
(Quadro 3) e na cavidade ocular do mapara (Hypophthalmus sp.), em dois diferentes periodos do
ano (seca e cheia). Para o mapara, nao foi detectada diferenca significativa entre os periodos para
qualquer uma das partes analisadas.

Um peixe amazonico de grande importancia comercial, tanto para o varejista quanto
para o piscicultor, o matrinxa (atualmente catalogado como Brycon amazonicum, anteriormente
Brycon cephalus) teve o contetdo de acidos graxos investigado. Quando comparados o0s
trabalhos de Moreira et al. (2001) e Almeida et al. (2009), os resultados obtidos sdo bastante
discrepantes e, em exemplares da natureza, apresentam grande flutuacéo nesse indice (Quadro 3).
Provavelmente essa diferenca seja explicada pela composi¢do nutricional da alimentacéo
fornecida/obtida pelos exemplares utilizados em cada trabalho.

Outro peixe comercial muito importante, o tambaqui (Colossoma macropomum) foi
investigado quanto aos &cidos graxos extraidos do filé (ALMEIDA; FRANCO, 2006; OLIVEIRA,
2008).

Almeida; Franco (2006) determinaram os &cidos graxos existentes em exemplares de
C. macropomum provenientes do Rio Amazonas (nos periodos de cheia e seca) e da piscicultura
em viveiros, todos no estado do Amazonas (Quadro 3). Os resultados obtidos apontaram os
peixes selvagens como ideais para a adequada ingestdo de EPA e DHA, além dessa espécie ser
melhor fonte de AGPI de cadeia longa, quando comparado ao tucunaré (Cichla sp.)

A pesquisa conduzida por Oliveira (2008) buscou quantificar os acidos graxos de
tambaqui (Colossoma macropomum) cultivado em sistema semi-intensivo no estado de Roraima.
Os resultados apresentaram destaque para acidos com 18 atomos de carbono (Quadro 3).
Particularmente para LA, LNA, AA, EPA e DHA, os valores foram bastante diferentes daqueles
obtidos por Almeida; Franco (2006).

2.3 - PROCESSOS PARA OBTENCAO DE OLEO REFINADO
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Oleos de peixe, quando brutos, apresentam impurezas, outros compostos e materiais
coloidais — &cidos graxos livres, esteroides, vitaminas, pigmentos, carboidratos, proteinas e
produtos da degradacdo desses compostos — que o tornam inadequado para consumo humano.
Pelo processo de refino, como é denominado o processo de purificacdo, busca-se remover 0s
componentes ndo-triacilglicerdis que afetam a estabilidade desse 6leo (MORAIS et al., 2001;
CREXI et al., 2007; MENEGAZZO et al, 2014).

Quimicamente, nesse processo incluem-se etapas denominadas degomagem,
neutralizacdo, lavagem, clarificacdo e desodorizacdo (MORAIS et al., 2001; CREXI et al., 2007)
cujas finalidades sédo apresentadas a seguir:

Degomagem — visa a remocao, eliminac&o ou inativacéo de fosfolipidios e substancias
afins, sabdes e ions metalicos;

Neutralizacdo — os acidos graxos livres sdo neutralizados com solucdo aquosa de
alcali em excesso e eliminados com hidratacéo;

Lavagem — separa os residuos de processo por centrifugacdo ou decantacdo, com
posterior secagem da agua;

Clarificacdo — visa a remoc¢do de pigmentos, produtos de oxidacdo, metais, entre
outros;

Desodorizacdo — realizada para obtencao de um éleo praticamente inodoro e insipido.

2.4 - PIRACATINGA

A familia Pimelodidae compreende um grande grupo de siluriformes (peixes com
ventre achatado) exclusivos de agua doce, genericamente denominados bagres (SANCHEZ et al.,
2000). Entre os géneros pertinentes a esse grupo, estd 0 monotipico Calophysus, representado
por Calophysus macropterus (Figura 5), vulgarmente conhecido como piracatinga, pintadinho,
simi, mota, blanquillo ou zamurito (RAMIREZ-GIL et al., 1998; SANTOS et al., 2006).

Tem o corpo alongado e desprovido de escamas. A cabeca é pequena e a boca
proporcionalmente grande. Apresenta uma coloragdo cinza prateado uniforme, com dorso mais
escuro e com pequenas manchas escuras por todo o corpo. A cabeca e as nadadeiras, exceto a
nadadeira adiposa, sdo de tonalidades mais escuras. Possui duas placas de dentes viliformes e

dentes incisivos. Ndo apresenta espinhos nas nadadeiras, sendo a adiposa bastante comprida.
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Espécie de médio porte, atinge 45cm de comprimento total e 1 kg de peso (SOARES et al.,
2008).

Essa espécie é encontrada dispersa pela Bacia Amazénica e no Rio Orinoco. E um
peixe bentdnico e habita lagos, paranas e rios de aguas brancas, claras ou pretas. E oportunista,
onivora e muito voraz, ingerindo restos de peixe e outros animais mortos, além de outros itens de
origem vegetal. E chamada “o urubu da agua”, devido a similaridade com o comportamento
alimentar da ave. Tem habito migratdrio, facilitado pela adaptabilidade fisiologica, importante
para exploracdo de ambientes com caracteristicas diversas (RAMIREZ-GIL et al., 1998;
SANTOS et al., 2006; SOARES et al., 2008).

Provavelmente é uma espécie de desova total, com reproducdo ocorrendo na época da
enchente. Apresenta alta taxa de crescimento, curto periodo de vida e alta mortalidade natural
(PEREZ; FABRE, 2002; 2009; SANTOS et al., 2006; SOARES et al., 2008).

Figura 5 — Calophysus macropterus (Imagem gentilmente cedida por Antonio Fabio Lopes de
Souza — Laboratério de Tecnologia do Pescado, Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal do Amazonas, 2014).

Apresenta importancia comercial em ambos os sistemas — Amazonas e Orinoco
(RAMIREZ-GIL et al., 1998), principalmente na Colémbia e Venezuela, onde é bastante
apreciada (SANTOS et al., 2006; PEREZ; FABRE, 2009). Apesar de ndo ser uma espécie

consumida pelos ribeirinhos do Amazonas, sua pesca é abundante e praticada durante o ano
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inteiro. Para sua pesca, os ribeirinhos utilizam restos de jacarés e boto, caracterizando como
predatoria a caca desses animais para tal finalidade (SANTOS et al., 2006; SOARES et al., 2008).

Os registros de quantidade total desembarcada da piracatinga no Amazonas Sao
variaveis, crescentes na regido do Alto Solimbes (SOARES et al., 2008; BATISTA et al., 2012).
Essa espécie é utilizada pelos frigorificos locais, durante o periodo de chuva, como substituta de
outras espécies de bagres de maior importancia comercial, principalmente para a producdo de
filés (LOZANO; FABRE, 2002).
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Quadro 3 — Perfil de acidos graxos de peixes de agua doce capturados no Brasil.

Acidos graxos (valores médios, em mg/g)

PEDSE . saturados monoinsaturados poli-insaturados
(procedéncia, Referéncia
material 14:1 16:1 18:1 18:1 201 291 18:2 18:3 20:4 20:5 22:6
analisado) 12:0 14:0 16:0 17:0 18:0 20:0 22:0 m_'5 m_'7 m_'7 w_'g m-9 m-9 -6 ®-3 ®-6 -3 ®-3
LA LNA | ARA | EPA | DHA
cachara
Pseudoplatystoma
fasciatum 0 16 | 193 | 1,7 | 76 | 04 | 03 | 08 | 50 | 38 | 230 | 15 | 18 | 53 | 41 | 20 | 06 | 16 | aMosHtHO
(selvagem, tecido
muscular)
dourado
Salminus maxilosus |y | g | 39 | 01 | 14 | o1 | o | o1 | 14 | 07 | 37 | 03 | o | 11 | 06 | 05 | 02 | 06 | RAMOSFLHO
(selvagem, tecido 2007
muscular)
mapara
Hypophthalmus sp. INHAMUNS;
(selvagem, tecido - - - - - - - - - - - - - - - - 16,0 150 FRANCO, 2008.
muscular, seca)
mapara
Hypophthalmus sp. INHAMUNS;
(selvagem, tecido - - - - - - - - - N N - - - N N 20,0 18,0 | FranCO, 2008.
muscular, cheia)
matrinxa
Brycon amazonicus ALMEIDA et al.,
(piscicultura, tecido - - - - a - - - h - - h h 197.6 75,7 165,0 41 30,0 2009
muscular)
matrinxa
Brycon amazonicus ALMEIDA et al.,
(selvagem, tecido - - - - - - - - - N N - - 4382 | 1183 | 427 52 10,2 | 2000
muscular, cheia)
matrinxa
Brycon amazonicus ) ) 3 ) ) ) ) ) ) ; ; ) ) 1931 | 400 | 434 8.1 61,3 | ALMEIDActal,
(selvagem, tecido 2009
muscular, seca)
matrinxa
Brycon amazonicus | _ 132 | 2657 | 20 | 994 | - - - 287 | 167 | 4103 | 81 - | 1115 | 69 | 05 | 06 | 37 | MOoRERAetal,
(piscic. viveiro, L
tecido muscular)
matrinxa
Brycon amazonicus MOREIRA et al.,
(piscic. tanque-rede, - 12,3 228,1 1,0 105,0 - - - 23,1 15,7 450,1 7,6 - 101,7 54 0,7 1,0 78 2001
tecido muscular)
pacu
Piaractus
mesopotamicus 46 | 102 | 356 | 1,1 | 175 | 02 0 01 | 94 | 64 | 664 | 24 0 47 | 13 | 26 | 02 | 06 | aMOSHLHO
(selvagem, tecido
muscular)
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Quadro 3 (continuacdo) — Perfil de acidos graxos de peixes de agua doce capturados no Brasil.

PEIXE
(procedéncia,
material
analisado)

Acidos graxos (valores médios, em mg/g)

saturados

monoinsaturados

poli-insaturados

12:0

14:0

16:0

17:0

18:0

20:0

22:0

14:1
-5

16:1
o-7

18:1 18:1
-7 -9

20:1
-9

22:1
-9

18:2
-6
LA

18:3
-3
LNA

20:4
-6
ARA

20:5
®-3
EPA

22:6
-3
DHA

Referéncia

pintado
Pseudoplatystoma
coruscans
(selvagem, tecido
muscular)

0,3

4.8

0,3

2,0

0,1

0,1

0,2

13

1,0 54

0,5

11

05

08

0,3

13

RAMOS FILHO,
2007

piracanjuba
Brycon orbignyanus
(piscic. tanque-rede,
tecido muscular)

12,0

23,4

2,0

99,0

42,3

194 | 4218

4.8

97,9

2,3

13

13,8

MOREIRA et al.,
2001

piracanjuba
Brycon orbignyanus
(piscic. viveiro,
tecido muscular)

2285

3,1

83,2

351

250 | 3974

8,6

137,7

2,0

10,6

2,1

9,2

MOREIRA et al.,
2001

piracanjuba
Brycon orbignyanus
(selvagem, tecido
muscular)

12,4

1,0

2,0

97,2

47,7

224 | 4877

8,0

22,9

8,3

48

10,5

MOREIRA et al.,
2001

piraputanga
Brycon microlepis
(piscicultura, tecido

muscular)

2233

2,6

89,7

29,4

20,6 | 452,3

8,0

110,3

6,7

6,8

1,4

2,1

MOREIRA et al.,
2001

piraputanga
Brycon microlepis
(selvagem, tecido

muscular)

157

219,0

9,1

156,6

22,9

30,0 | 4031

75

51,0

9,7

10,1

1,7

2,7

MOREIRA et al.,
2001

tambaqui
Colossoma
macropomum
(piscicultura, tecido
muscular)

208,0

12,4

57,9

5,0

251

ALMEIDA,
FRANCO, 2006

tambaqui
Colossoma
macropomum
(selvagem, cheia,
tecido muscular)

297,3

50,7

32,2

3,8

14,1

ALMEIDA,
FRANCO, 2006
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Quadro 3 (continuacdo) — Perfil de acidos graxos de peixes de agua doce capturados no Brasil.

Acidos graxos (valores médios, em mg/g)

PEI)SE . saturados monoinsaturados poli-insaturados

(procedéncia, Referéncia
material 14:1 16:1 18:1 18:1 201 291 18:2 18:3 20:4 20:5 22:6

analisado) 12:0 14:0 16:0 17:0 18:0 20:0 22:0 (:)-.5 m_'7 (o-.7 (o-.9 m-'9 m-'9 ®-6 ®-3 ®-6 ®-3 ®-3

LA LNA | ARA EPA | DHA

tambaqui

Colossoma .
macropomum - - - - - - - - - - - - - 262,0 | 480 | 1576 | 93 40,2 /FAFIQ_XI\II%%I,-\IZOOG
(selvagem, seca,

tecido muscular)

tilapia

Oreochromis

niloticus 04 | 297 | 2554 | 22 | 724 | 16 | 46 - 713 - | 3150 | 198 | 71 | 1373 | 09 - 16 | 258 | Moo 20
(piscicultura, CMS,

6leo bruto)

tilapia

Oreochromis

niloticus 04 | 269 | 2160 | 74 | 701 | 29 | 34 - 754 - 13002 | 259 | 72 |1473| 12 - 28 | 302 | NENRSAHOH
(piscicultura, CMS,

6leo refinado)

tucunaré

Cichla sp. INHAMUNS et
(selvagem, tecido ) ) ) ) ) ) ) ) ) . . ) ) ) ) ) 20 181 al, 200
muscular, cheia)

tucunaré

Cichla sp. INHAMUNS et
(selvagem, tecido ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 16 15 a 2008,
muscular, seca)
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Quadro 4 — Perfil de acidos graxos de peixes marinhos capturados no Brasil.

Acidos graxos (valores médios, em mg/g)

PEDSE . saturados monoinsaturados poli-insaturados

(procedencia, Referéncia
material 14:1 16:1 18:1 18:1 201 291 18:2 18:3 20:4 20:5 22:6

analisado) 12:0 14:0 16:0 17:0 18:0 20:0 22:0 m-5 m-7 m-7 (x)-9 m-9 m-9 -6 ®-3 -6 -3 -3

LA LNA | ARA EPA | DHA

anchova

Pomatomus

saltratrix - 430 | 204,0 - 62,0 - - - 77,0 - 252,0 - 260 | 160 | 320 | 110 | 400 | 1340 | yISTANER®
(selvagem, tecido

muscular)

atum
Thunnus thynnus - | 200 | 1470 | - | 80 | - - - 190 | - | 1000 | - 630 | 150 | 11,0 | 60 | 47,0 | 3630 | yISENTAINER
(selvagem, tecido al., 2007.
muscular)

badejo-mira

Mycteroperca

acutirostris - | 350 | 1810 | - | 540 | - - - 580 | - | 960 | - 520 | 110 | 150 | 120 | 89,0 | 251,0 | y'SiANERe
(selvagem, tecido

muscular)

bonito cachorro

Auxis thazard

thazard - 270 | 1820 | - 86,0 - - - 330 - 750 | 100 | 360 | 160 | 180 - 88,0 | 3320 | w'Spr e
(selvagem, tecido

muscular)

cavalinha

Scomber colias - | 510 | 1240 | - | 290 | - - - | 1200 | - [3360 | 180 | 160 | 400 | 240 | 90 | 91,0 | 650 | vISENTAINERe
(selvagem, tecido al., 2007.
muscular)

goete

Cynoscion

jamaicensis - 72,0 | 190,0 - 42,0 - - - 87,0 - 1180 | 240 | 220 | 320 | 230 | 80 | 1280 | 1660 | »'S 7R
(selvagem, tecido

muscular)

peixe espada
frichiurus lepurus |\ 450 | 1510 | - | 430 | - - - | 40| - |12070| - | 570 | 120 | 160 | 230 | 77,0 | 2000 | YSERTAINER®
(selvagem, tecido al., 2007.
muscular)

peixe-porco
Aluterus monocerus - - 119,0 - 51,0 - - - 21,0 - 79,0 - 1150 | 80 | 13,0 - 90,0 | 304,0 | VISENTAINERet
(selvagem, tecido al., 2007.
muscular)
sardinha brasileira

Sardinella

brasiliensis - | 750 | 2240 | - | 520 | - - - 770 | - | 850 | 160 | 250 | 220 | 210 | - | 850 | 2250 | /SN
(selvagem, tecido

muscular)
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Quadro 4 (continuacédo) — Perfil de acidos graxos de peixes marinhos capturados no Brasil.

PEIXE
(procedéncia,
material
analisado)

Acidos graxos (valores médios, em mg/g)

saturados

monoinsaturados

poli-insaturados

12:0

14:0

16:0

17:0

18:0

20:0

22:0

18:1 18:1
-7 -9

20:1

22:1

18:2
-6
LA

18:3
-3
LNA

20:4
-6
ARA

20:5
®-3
EPA

22:6
-3
DHA

Referéncia

sardinha-da-lage
Opisthonema
oglinum
(selvagem, tecido
muscular)

77,0

234,0

62,0

- 93,0

13,0

35,0

17,0

24,0

68,0

190,0

VISENTAINER et
al., 2007.

savelha
Brevoortia aurea
(selvagem, tecido
muscular)

38,0

147,0

58,0

56,0

- 122,0

17,0

44,0

30,0

17,0

9,0

116,0

247,0

VISENTAINER et
al., 2007.

serra
Sarda sarda
(selvagem, tecido
muscular)

53,0

130,0

32,0

112,0

- 296,0

20,0

17,0

41,0

24,0

8,0

112,0

80,0

VISENTAINER et
al., 2007.

tainha
Mugil liza
(selvagem, tecido
muscular)

20,0

182,0

100,0

23,0

- 80,0

7,0

73,0

20,0

12,0

7,0

94,0

246,0

VISENTAINER et
al., 2007.

xerelete
Caranx crysus
(selvagem, tecido
muscular)

37,0

228,0

72,0

59,0

- 156,0

10,0

18,0

17,0

16,0

12,0

65,0

197,0

VISENTAINER et
al., 2007.

xixarro
Trachurus
trachurus
(selvagem, tecido
muscular)

184,0

73,0

44,0

10,0

35,0

13,0

17,0

13,0

84,0

281,0

VISENTAINER et
al., 2007.
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Quadro 5 — Perfil de acidos graxos de peixes capturados em outros paises, exceto o Brasil.

Acidos graxos (valores médios, em mg/g)
PEIXE . saturados monoinsaturados poli-insaturados
(procedéncia, }:;?::Zf 182 183 | 204 | 205 | 226 Referéncia
material analisaclo) 1220 | 140 | 160 | 17:0 | 180 | 200 | 2200 | el | 102 P ABL AELEA0L 22 06 | 03 | 06 | 03 | o3
LA LNA | ARA | EPA | DHA
anchova
Engraulis agua ZLATANOS;
encrasicholus 2,1 68,0 | 270,7 - 52,1 - - 41 42,0 13,2 85,4 17,0 51 18,5 15,4 6,6 77,5 | 210,8 | LASKARIDIS,
(selvagem, tecido salgada 2007.
muscular)
anchova
Engraulis 4qua
engrasicolus 9 - 629 | 2697 | - 60,6 - - 52,1 - 1302 | - - 339 - 11,7 | 1168 | 2585 | oov'Retal
salgada 2006.
(selvagem, tecido
muscular)
annular sea bream
Diplodus annularis agua ) 3 B B ; ; 3 ; 3 BAYIR etal,
(selvagem, tecido salgada 39,9 2879 34,4 111 84,9 137,2 32,1 116,3 | 140,6 | 500
muscular)
arenque 4qua |
Clupea harengus 9 - | 1200 | 1720 | - 18,0 - - - 56,0 - - | 1300 | 1970 | 200 | 140 - 49,0 | 66,0 | 2008 ¢ e
salgada 2003.
(selvagem, residuos)
arenque
Clupea harengus agua - | 870 | 1250 | - 160 | - - - 300 | - - | 1190 | 2210 | 230 | 140 | - 530 | 67,0 | ppos o b
(selvagem, 6leo de salgada 2003.
residuos)
black rockfish
Sebastes schlegeli agua SAITO;
(selvagem, tecido salgada - 52,0 143,0 4,0 28,0 2,0 - - 102,0 37,0 163,0 19,0 1,0 13,0 9,0 6,0 95,0 119,0 IZ%TKAWA,
muscular)
bluefish
Pomatomus saltatrix | agua - | 1465 | 1967 | - | 225 | 60 - 48 1032 | - |2153| 158 | - | 154 | - 57 | 618 | 1215 | BAYIRetal
(selvagem, tecido salgada 2006.
muscular)
bonito do Atlantico
Sarda sarda agua 1 15 | 458 | 1881 | 173 | 450 | 71 | 12 - les7 | - i 241 | - | 27 | - | 105 | 821 | 1961 | BAYRetel
(selvagem, tecido salgada 2006.
muscular)
carpa comum
Cyprinus carpio agua ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(selvagem, tecido doce 3,35 0.9 06 0.2 NEFFetal, 2014.
muscular)
carpa prateada
Hypophthalmicththys 4qua
molitrix - , ) - . - - ) . ) - - - : , - ) ) !
litri Salgga a 471 | 2465 69,0 68 | 721 | 2560 287 | 156 385 | 548 | joheed
(piscicultura, tecido
muscular)
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Quadro 5 (continuacdo) — Perfil de &cidos graxos de peixes capturados em outros paises, exceto o Brasil.

Acidos graxos (valores médios, em mg/g)

PEIXE Habitat saturados monoinsaturados poli-insaturados
(procedéncia, Referéncia
. . natural . i i i i i 18:2 18:3 20:4 20:5 22:6
material analisaclo) 1220 | 140 | 160 | 17:0 | 180 | 200 | 2200 | el | 102 P ABL AELEA0L 22 06 | 03 | 06 | 03 | o3
LA | LNA | ARA | EPA | DHA
garfish
(SeBI‘\*/';’g:n:’et'g;‘ao S;%‘;za - 278 | 1968 | 46 | 392 | 128 | 11 - 54,6 - 899 | 253 - 16,6 - 135 | 614 | 3492 | BAviRetal,
muscular)
gilthead seabram
(Simgfnf“g%o s;%‘;za - 466 | 1886 | 46 | 353 | 11,8 | 20 - 76,0 - | 1533 | 145 | 22 | 833 - 163 | 874 | 2055 | BAYIRetal,
muscular)
grey mullet
(s"é'll\’/%geﬁp?sc'?jo s;%‘;za - 369 | 2378 | - 48,8 - - - 748 - 93,7 - - - - 358 | 870 | 2271 | BAvIRetal.
muscular)
horse mackerel
ngglbig‘ésn:ri‘gm?s s;%‘;za - 437 | 2443 - 52,0 - - - 1058 | - | 2862 | - - 9,0 ; 84 | 748 | 1057 | BAviRetal.
muscular)
mackerel
S(‘;ng;;;c‘ggg‘f s;%‘;za 74 | 880 | 2042 | 64 | 208 | 153 - - 74,2 - 1582 | 174 | 73 | 150 - 121 | 1022 | 1270 | BariRetal.
muscular)
picdo-verde
Sander vitreus agua - - - - - - - - - - - - - 0,2 0,5 - 0,5 14 | NEFFetal,2014.
(selvagem, tecido doce
muscular)
picarel
Spicara smaris agua ZLATANOS;
(selvagem, tecido salgada | 12 | 462 | 2266 - 41,9 - - 71 | 670 | 149 | 1389 | 219 | 26 | 128 | 158 | 89 | 926 | 1844 | LASKARIDI,
muscular)
salmao
(Sef\f:g“e%si':é o S;%‘;Za - | 698 | 1676 | - | 247 | 88 | 45 - | w83 | - | 228 48 - | 499 | - | 115 | 602 | 2066 | EpviRetal
muscular)
salmao real qua
Oncorhynchus salg ada
tshawytscha (angdm_ - - - - - - - - - - - - - 07 06 - 06 | 231 | NEFFetal,2014.
(selvagem, tecido
muscular) mo)
sardinha
. . . ZLATANOS;
Sardina pilchardus agua 1 1o | 703 | 2322 | - | 337 | - - 23 | 609 | 232 | 706 | 121 | 82 | 152 | 196 | 120 | 1067 | 2083 | LASKARIDIS,
(selvagem,I te)cldo salgada 2007.
muscular
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PEIXE

Acidos graxos (valores médios, em mg/g)

(procedéncia, :;?;:Zf saturados monoinsaturados poli-insaturados Referéncia
material analisado)
. . . . . . 18:2 18:3 20:4 20:5 22:6
120 | 140 | 160 | 17:0 | 180 | 200 | 220 | Lol | 163 P B AEL 20022 06 | 03 | 06 | 03 | o3
© © © © © © LA | LNA | ARA | EPA | DHA
sea catfish, “gogo”
Arias Aqua
madagascariensis o 29 | 248 | 2772 | 124 | 1108 | 52 - - 842 | 303 | 1222 | 71 - | 448 | 27,4 | 586 | 76 | 553 | uCpnaroNA
(selvagem, tecido ’
muscular)
truta do lago
Salvelinus namaycush agua - - - - - - - - - - - - - 2,7 2,6 - 3,2 7,9 | NEFFetal,2014.
(selvagem, tecido doce
muscular)
two-banded bream
Diplodus vulgaris agua - | 222 |86 | - | 503 | - - - | 34| - | a6 | - - | 520 | - | 1839 | 1874 | 2028 | EAYRetal
(selvagem, tecido salgada 2006.
muscular)
white sucker Aqua
Catostomus d?)ce
commersonii ! - - - - - - - - - - - - - 0,3 0,1 - 0,9 1,4 NEFF et al., 2014.
(selvagem, tecido (catadro-
muscular) mo)
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2.5—-FUNGOS FILAMENTOSOS

Fungos filamentosos sdo seres eucariontes, multinucleados, heterotréficos e
caracterizados por uma parede celular quitinosa. Geralmente ocorrem em col6nias multicelulares
(agrupadas no formato denominado micélio). Estima-se que eles sdo responsaveis pela
deterioracdo de grande parte de todos os derivados de plantas e alimentos produzidos anualmente.
Os mais conhecidos sdo Penicillium, Aspergillus e Fusarium, que produzem uma gama extensiva
de metabdlitos secundarios apés completarem sua fase exponencial de crescimento (BHAT et al.,
2010; ATANDA et al., 2011).

Muitas espécies também sdo responsaveis por uma elevada incidéncia global de
micotoxinas, um tipo de metabdlito secundario responsavel pela resposta tdxica chamada
micotoxicose apds animais superiores e humanos ingerirem géneros alimenticios contaminados.
Essas micotoxinas podem apresentar efeitos sinergisticos, aditivos ou antagdnicos ao homem ou
demais individuos parasitados e/ou consumidores de alimentos contaminados (ATANDA et al.,
2011; KLARIC, 2012; WOLOSHUK: SHIM, 2012).

Outras espécies sdo Uteis por produzirem enzimas e outros bioprodutos com elevada
importancia para aplicacdo industrial, como amilases, xilanases, endoglucanases,
poligalacturonases e lipases, entre outros (TREICHEL et al., 2010; STROPARO et al., 2012).

2.5.1 — Formas de conservacéao de fungos em cole¢des de cultura

A conservacao das espécies de fungos em geral em colecBes de cultura, de maneira
que preservem por longos periodo de tempo suas caracteristicas morfofisiolégicas e genéticas
(BORMAN et al., 2006; ABD-ELSALAM et al., 2010), é uma iniciativa de grande valoracéo.

A partir de isolados, sdo efetuadas transferéncias e indculos com o intuito de obter
culturas puras, ou seja, colbnias cujos individuos apresentem caracteristicas macro e
micromorfoldgicas estritamente iguais, para posterior identificacao.

Essas culturas puras devidamente identificadas devem se apresentar completamente
estaveis antes da preservacao, pois posteriormente podem servir para varios objetivos, entre 0s
quais se destacam existéncia de cepas padrdes para identificacdo taxondémica de outros isolados,
controle de qualidade, estudos epidemioldgicos, ensino e pesquisa (BORMAN et al., 2006; ABD-
ELSALAM et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011).
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Véarios métodos podem ser utilizados para a preservacdao de fungos: repiques
(transferéncias) periodicos para agar inclinado em tubos; cultura pura desenvolvida sob &gar e
imersa em &gua, 6leo mineral ou solucdo salina; em silica-gel; em solo ou areia; em matéria
organica (grdos, como exemplo); solucdo aquosa de esporos (suspensdao de esporos);
congelamento; criopreservacdo; liofilizacdo (BORMAN et al., 2006; ABD-ELSALAM et al.,
2010). Algumas técnicas apresentam associacdo de dois ou mais métodos mencionados.

Preferencialmente, para depdsito em colegdes, cada cultura pura deve ser submetida a,
pelo menos, dois métodos de preservacdo. Tal cuidado é explicado pelas diferentes reacfes
adversas observadas por uma mesma espécie ao meio de cultura ou técnica adotada, assegurando-
se a adequada viabilidade da cultura e estabilidade morfoldgica em ao menos um dos métodos
escolhidos (BORMAN et al., 2006; ABD-ELSALAM et al., 2010).

Devido o baixo custo de preparo e manutencdo, 0 método de conservacdo em agua €
amplamente utilizado. Alguns trabalhos apontam a viabilidade da cultura conservada sob esse
método em tempo superior a 7 anos (BORMAN et al., 2006; ABD-ELSALAM et al., 2010)

2.6 —ENZIMAS LIPOLITICAS

Pelo uso de enzimas criou-se oportunidade para o desenvolvimento perfeito em
quimica industrial sustentavel e moderna, devido a excelente especificidade econdémica, tendo
condicdes de reacdo suave, processo de economia de energia e simplicidade (LI; ZONG, 2010).

Entre as diversas enzimas existentes, as enzimas lipoliticas verdadeiras (triacilglicerol
acilhidrolases E.C.3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise total ou parcial de triacilglicerol
(TAG) fornecendo diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e acidos graxos livres.
Esta definicdo exclui as enzimas que agem em ésteres sollveis em &gua (esterases) ou que
hidrolizam outros lipidios (acilidrolases, colesterolesterase, tioesterases e outras) (CARVALHO
et al., 2003; TREICHEL et al., 2010).

Estas enzimas encontram-se largamente distribuidas na natureza, inclusive produzidas
por microrganismos. S&o as mais utilizadas industrialmente porque, além de apresentarem
procedimentos mais simples de isolamento a partir do caldo fermentativo, sdo mais estaveis,
apresentam propriedades bem mais diversificadas que as lipases de outras fontes e sdo, em sua

maioria, extracelulares. O interesse em utilizar estes biocatalisadores na modificacéo estrutural de
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0leos e gorduras tem recebido consideravel atencdo devida sua especificidade em relacdo ao
substrato (CARVALHO et al., 2003; TREICHEL et al., 2010).

As lipases microbianas tém sido classificadas em trés grupos, em funcdo de sua
especificidade com relacdo ao substrato, de acordo com Carvalho et al., 2003:

- Lipases 1,3 especificas - catalisam a liberacdo de acidos graxos especificamente
das posicdes sn-1 e sn-3 dos acilglicerdis. A hidrolise total pode ocorrer se a reagdo for por tempo
prolongado, considerando-se que o 2-MAG ou 1,2 (2,3)-DAG formados, ambos quimicamente
instaveis, podem ser isomerizados espontaneamente para as posi¢des 1 ou 3.

- Lipases ndo especificas - catalisam a hidrolise de TAG para acidos graxos livres
e glicerol, de modo aleat6rio. Ndo mostram especificidade com rela¢do a natureza do grupo acil
Ou a posicdo em que este esté esterificado no glicerol.

- Lipases acido graxo especificas - catalisam a hidrélise de tipos especificos de
grupos acilas nas moléculas de TAG.

O mercado global de enzimas aumentou gradativamente de US$1,0 bilhdo em
1995 para US$1,5 bilhdo em 2000 e, em seguida, para US$2,2 bilhdes em 2006. Estima-se que a
venda global atinja US$2,7 bilhdes até o final de 2012 (LI; ZONG, 2010).

Do ponto de vista industrial, fungos sdo especialmente valorizados devido
majoritariamente produzirem enzimas extracelulares, com facilitada recuperacéo a partir do caldo
fermentativo (WOLSKI, 2008). Como exemplo da utilizagdo de enzimas lipoliticas em dleo de
peixe, seguem breves descri¢cdes de algumas publicacdes.

Lipases purificadas de Penicillium abeanum aplicadas em d&leo de atum
demonstraram capacidade para enriquecimento de DHA (SUGIHARA et al., 1996).

Yamaguchi et al. (2004) utilizaram com sucesso a lipase comercial obtida do
fungo Thermomyces lanuginosus em 06leo de peixe para a producéo de lipidios estruturados.

Kahveci; Xu (2011) aplicaram lipase obtida da levedura Candida rugosa para
enriquecimento de acidos graxos poli-insaturados ®-3 em 0Oleo de salmao, obtendo ao final um
indice de concentracdo duas vezes maior que o indice inicial.

Nesse sentido, a utilizagdo de fungos da Amazdnia para melhoramento da
qualidade de 6leos de pescado é desconhecida, significando um potencial biotecnoldgico inédito

a ser explorado.
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2.7 — Artemia salina E ENSAIOS DE TOXICIDADE

2.7.1 — Aspectos bioecoldgicos da Artemia

Artemia sdo microcrustaceos filtradores, com variadas formas de reproducéo, capazes
de produzir ovos com casca grossa (cistos) em condicdes ambientais desfavoraveis. Esses cistos
sdo passiveis de aquisicdo no comércio de pet shops e, quando submetido a condicGes favoraveis,
podem ser eclodidos e as larvas (nauplios), usadas em testes toxicologicos in vitro (ATAYDE et
al., 2011).

As espécies do género possuem uma rara adaptabilidade as condicdes extremas,
propiciando sua detecgdo em ambientes onde outras formas de vida sdo insustentaveis, a exemplo

dos lagos com alta taxa de salinidade e salinas, entre outros (NUNES et al., 2006).

2.7.2 — Utilizacao da Artemia salina em bioensaios de toxicidade

Bioensaios de toxicidade sdo Uteis para avaliar a exposi¢cdo de uma grande variedade
de extratos (microbiano, animal, vegetal ou mineral) no crescimento ou sobrevivéncia de um
determinado organismo — coelhos, ratos, camundongos, entre outros. Entre os organismos
utilizados, Artemia salina é uma das espécies mais utilizadas (RICE; MANESS, 2004).

Para utilizacdo de Artemia salina nesses ensaios, é preferivel a utilizacdo do estagio
larval 1, caracterizado pela presenca de olho larval, primeiro e segundo pares de antenas
(respectivamente, anténula e antena) simétricos no comprimento e largura, mandibula e,
principalmente, auséncia de perfuracdo anal (caracteristica do estagio larval 2) (BUSTOS-
OBREGON; VARGAS, 2010).

Varios trabalhos, realizados dentro ou fora da regido amazonica, apontam uma boa
relacdo entre a letalidade alcancada no teste e a deteccdo de compostos tdxicos (ATAYDE et al.,
2011). Como exemplo, Atayde (2008) empregou o ensaio de toxicidade contra Artemia
utilizando extratos brutos de fungos filamentosos isolados de ragOes extrusadas para peixe,

constatando-se a maior ocorréncia de potenciais produtores de metabolitos toxicos.

Diante dessas consideraces, trabalhos voltados para aproveitamento e melhoramento

biotecnoldgico de Oleos de pescado no Estado do Amazonas apresentam significativa
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expressividade no meio cientifico/tecnologico e industrial, propiciando o uso e valorizacdo de
produtos regionais, minimizacdo de impactos ambientais, renda alternativa para as industrias do

setor pesqueiro e economia para as industrias farmacéuticas locais.
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3-0OBJETIVOS

3.1 — Objetivo geral:
Extrair e refinar o Oleo de residuos de piracatinga (Callophysus macropterus) e
verificar o efeito do extrato lipolitico de fungo amazénico na concentracdo dos acidos graxos

desse produto.

3.2 — Objetivos especificos:

- Determinar o rendimento e a qualidade nutricional (em perfil de acidos
graxos) de O6leos bruto e refinado, termomecanicamente obtidos a partir de residuos de
piracatinga;

- Selecionar um fungo armazenado na Cole¢do de Culturas DPUA-UFAM
com caracteristicas adequadas para aplicacdo de suas lipases em alimentos destinados ao
consumo humano;

- Determinar o rendimento e caracterizar parcialmente as condi¢fes 6timas
para acao do extrato lipolitico do fungo amazénico selecionado;

- Verificar o efeito do extrato lipolitico bruto do fungo selecionada na

concentracdo de acidos graxos poli-insaturados do 6leo refinado de piracatinga.
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5 — Artigos a serem publicados - Capitulo |

PROSPECCAO DO POTENCIAL LIPOLITICO, TOXICOLOGICO E
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA PARCIAL DO EXTRATO BRUTO DE FUNGO
AMAZONICO PARA A INDUSTRIA DE ALIMENTOS

1 - Introducéo

Lipases microbianas sdo as mais utilizadas industrialmente porque apresentam
isolamento simplificado a partir do caldo fermentativo, maior estabilidade, maior diversificacdo
de suas propriedades e, em sua maioria, sdo extracelulares. O interesse em utilizar estes
biocatalisadores na modificacéo estrutural de 6leos e gorduras tem recebido consideravel atencéo
diante de sua especificidade em relagdo ao substrato (CARVALHO et al., 2003; TREICHEL et
al., 2010)

Apesar de muitas espécies de fungos produzirem compostos tdéxicos ao homem,
outras espécies também podem produzir enzimas e outros bioprodutos com elevada importancia
industrial, entre eles as lipases (TREICHEL et al., 2010; ATANDA et al., 2011; KLARIC, 2012;
STROPARO et al., 2012; WOLOSHUK; SHIM, 2012).

Como exemplos da utilizacdo de lipases a partir de fungos em alimentos,
resultados satisfatérios foram obtidos em 6leo de peixe. Foi detectado enriquecimento de &cido
docosahexaendico em 0Oleo de atum apds aplicacdo de lipase purificada de Penicillium abeanum
(SUGIHARA et al., 1996) e de duplicagdo da concentracdo de acidos graxos poli-insaturados ®-3
apos aplicacao de lipase de Candida rugosa em 6leo de salmdo (KAHVECI; XU, 2011).

Para a utilizacdo de lipases e demais enzimas microbianas pela industria de
alimentos, deve-se garantir a salde dos consumidores quanto a minimizacdo ou auséncia de
toxicidade dos microrganismos produtores. Entre as diversas formas de analise dessa toxicidade,
0 bioensaio de toxicidade contra Artemia salina € um método de baixo custo e com expressivo
resultado (RICE; MANESS, 2004; ATAYDE et al., 2011). Ainda, a sintese e eficiéncia dessas
enzimas é dependente da composi¢cdo do meio de cultura, condi¢bes de cultivo, aeracgéo,
temperatura, pH e pelo tipo e concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio empregadas no
meio (VICI et al., 2008; TREICHEL et al., 2010; SHING; MUKHOPADHYAY, 2012).
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A utilizacdo de fungos da Amazbnia para producdo de lipases destinadas ao
melhoramento da qualidade de éleos é desconhecida, significando um potencial biotecnolégico
inédito a ser explorado. Adicionalmente, estudos sobre o rendimento, estabilidade e/ou ag&o
dessas lipases indicam as condicOes ideais para producdo e/ou utilizacdo em processos
tecnoldgicos.

Nessa pesquisa foi efetuada a prospeccdo do potencial lipolitico e toxicoldgico de
fungos amazonicos armazenados na Colecdo de Culturas de Fungos DPUA-UFAM, do
Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal do Amazonas, buscando sugerir uso e
valorizacdo desses microrganismos e/ou seus metabdlitos pela inddstria de alimentos.
Adicionalmente, determinou-se o rendimento (extrato aquoso e extrato liofilizados), as melhores
condicOes de pH e temperatura para acdo do extrato lipolitico oriundo da cultura fangica com a

maior atividade lipolitica associada a menor categorizacdo de toxicidade.

2 — Metodologia

2.1 — Microrganismos: Os microrganismos utilizados foram vinte e duas culturas de
fungos (Quadro 1), todos provenientes de substratos amazoénicos e conservados na Colecdo de
Culturas DPUA — UFAM, sob agua destilada esterilizada (BORMAN et al., 2006; ABD-
ELSALAM et al., 2010), Figura 1. Todos foram reativados em meios seletivos para cada taxa e
devidamente autenticados, conforme literatura especializada (Figura 2). As espécies autenticadas

foram submetidas ao ensaio subsequente, todos em triplicata.
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Figura 1 — Culturas de fungos conservadas sob agua destilada esterilizada (Imagem gentilmente
cedida por Profa. Dra. Maria Francisca Simas Teixeira — Laboratorio de Micologia, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Amazonas, 2014).
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Quadro 1 — Fungos conservados na Colegdo de Culturas DPUA — UFAM e utilizados para
autenticacdo e posterior triagem da atividade lipolitica e toxicoldgica.

Aspergillus candidus DPUA 1577 Penicillium janczewskii DPUA 1669
Aspergillus carneus DPUA 1560 Penicillium janczewskii DPUA 1673
Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1539 Penicillium janthinellum DPUA 1660
Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1623 Penicillium janthinellum DPUA 1668
Aspergillus flavus DPUA 933 Penicillium lividum DPUA 1661
Aspergillus japonicus DPUA 1727 Penicillium miczynskii DPUA 1667
Aspergillus oryzae DPUA 1624 Penicillium miczynskii DPUA 1674
Aspergillus wentii DPUA 1725 Penicillium paxilli DPUA 1574
Penicillium bilaiae DPUA 1602 Penicillium simplicissimum DPUA 1666
Penicillium citrinum DPUA 1617 Penicillium simplicissimum DPUA 1671
Penicillium janczewskii DPUA 1672 Penicillium waksmanii DPUA 1670
TR e mowie s mocrocolne:
‘@‘ ST
meio CYA meio CYA meio CZ meio CZ meio MEA meio G25

Temperatura de Incubaqao (T)=25°C (T1)=37°C (Tl)=5°C

Figura 2 — Esquema para autenticacdo das cutltura de fungos.

2.2 — Selec@o em meio sélido dos microrganismos com potencial lipolitico: Todos os
microrganismos foram submetidos a verificagdo prévia do potencial lipolitico em meio solido,
utilizando o método da difusdo em &gar Lipase, conforme Haba et al. (2000) modificado por
Palheta et al. (2011). Fragmentos das culturas (didmetro de 5 mm) foram separadamente
inoculados na parte central superficial do agar Lipase — agar Nutriente 2%, cloreto de calcio
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0,01% e Tween 80 1%. Durante cinco dias, observacdes diarias foram efetuadas para verificacao
da formacdo de halo de degradacgéo, caracterizado pelo aparecimento superficial de pequenos
cristais ao redor no fragmento de cultura inoculado (PALHETA et al., 2011). As culturas com o
mais expressivo potencial lipolitico em meio sélido, categorizados como potencial lipolitico alto
(formacéo de cristais em toda a superficie do meio de cultura) foram submetidos a producao de
lipases por fermentacdo submersa, posterior quantificacdo da atividade lipolitica, producdo de
biocompostos por fermentacdo submersa e bioensaio de toxicidade utilizando Artemia salina.

2.3 — Producdo de lipases por fermentacdo submersa: As culturas foram conduzidas
para producdo das lipases em fermentacdo submersa utilizando meio de cultivo (meio PESO)
contendo peptona 8%, extrato de levedura 1%, cloreto de sédio 3% e Gleo de oliva extra-virgem
1%, previamente esterilizados a 121 °C, durante 15 minutos. Para a fermentacédo, utilizou-se
concentragdo de esporos equivalente & 2x10° esporos/mL. A fermentacdo submersa foi conduzida
a 28 °C, 150 rpm, durante 72 horas. O extrato aquoso foi coletado apos filtragens em papel de
filtro qualitativo previamente esterilizado (filtragem preliminar, Figura 3A e B) e em sistema de
filtro 0,22 um (filtragem definitiva, figura 3C) e utilizado para a quantificacdo da atividade
lipolitica (PINHEIRO, 2006).
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Figura 3 — Filtragem preliminar (A e B) e definitiva (C) do extrato lipolitico bruto.

2.4 — Quantificacdo da atividade lipolitica: Foi utilizada emulsdo contendo 6leo de
oliva extra-virgem 10% (p/v), goma arébica 5% (p/v) e tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0.
Dessa emulsdo, 18 mL foram acondicionados em erlenmeyers de 125 mL, no qual foram

adicionados 2 mL do extrato aquoso proveniente da fermentacdo submersa. Para reagdo, essa
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mistura foi incubada a 37 °C, 150 rpm, durante 15 minutos. Ao final desse periodo, a reacao foi
interrompida e os &cidos graxos extraidos apds adi¢do de 20 mL de solugdo de acetona:etanol
(1:1, v/v) e titulados com hidroxido de sodio 0,05 M, até pH 11. Os brancos foram 18 mL da
solucdo-tampdo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 suplementado apenas com dleo de oliva extra-
virgem 10% e goma arabica 5%, submetidos a mesma condicdo de incubacdo, interrupcdo de
reacdo e titulagdo acima mencionada (Figura 4). Para quantificagdo da atividade lipolitica
utilizou-se a formula A=[(Va — Vb) x M x 1000]/( T x Vc), onde A = atividade lipolitica (em
U/mL), Va = volume de amostra titulada (em mL), Vb = volume do branco titulado (em mL), Vc
= volume da amostra usada na reacdo (em mL), t = tempo de reacdo (em min) e M = molaridade
da solugdo de NaOH (PINHEIRO, 2006; GRIEBELER et al., 2009).

Figura 4 — Misturas de emulséo e extrato aquoso em agitador orbital com temperatura controlada
(A) e titrimetria da atividade lipolitica (B).

2.5 — Producdo de biocompostos por fermentacdo submersa para bioensaio de
toxicidade: Foram utilizados 20 mL de meio liquido YES — extrato de levedura 2% (p/v) sacarose
15% (p/v), em frasco de Erlenmeyer de 125 mL. Uma aliquota de suspensdo de esporos de
culturas puras foi transferida para o YES, de maneira a se obter 2x10° esporos/mL. Os cultivos
foram incubados a 25 °C, 180 rpm, durante sete dias. Apos esse periodo, a biomassa foi separada
do extrato bruto por filtragdo a vacuo. O pH de cada extrato bruto foi ajustado a 6,5 e
posteriormente utilizados no bioensaio em larvas de A. salina (HARWIG; SCOTT, 1971;
SALLENAVE-NAMONT et al., 2000; ATAYDE, 2011).
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2.6 — Eclosdo dos cistos de A. salina para bioensaio de toxicidade: Foram
adicionados 0,2 g de cistos comerciais em 100 mL de solucdo de sal marinho néo-iodado 3%
(p/v), pH 6,5, previamente esterilizada a 121 °C/45 min em frasco de Erlenmeyer de 500 mL. Os
frascos de Erlenmeyer foram incubados a 30 °C, 140 rpm, sob iluminacdo constante (Figura 5A),
durante tempo necessario (aprox. 36 horas) para atingir o estagio larval 1 (caracterizado pela
auséncia de perfuragdo anal) (HARWIG; SCOTT, 1971; RICE; MANESS, 2004; ATAYDE et al.,
2011).

Figura 5 — Procedimentos para ecloséo dos cistos (A), ensaio de toxicidade em placa multipogos
(B) e visualizacdo da mortalidade sob estereomicroscopio (C).

2.7 — Bioensaio de toxicidade utilizando A. salina: Cada bioensaio foi realizado em
placa multipo¢co 6x4. Em cada pogo foi inoculado 300 pL de extrato bruto e 1000 pL de
suspensdo de larvas (estagio larval 1) de A. salina. Como controles foram utilizadas larvas em
solugdo salina. As placas foram mantidas sob luminosidade (40 watts) e temperatura (30 °C)
constantes, por 24 horas (Figura 5B). Apo0s esse periodo, a mortalidade de A. salina foi
determinada em estereomicroscopio com base na imobilidade externa ou interna, observada
durante 20 segundos (Figura 5C).

Ao término da contagem dos nauplios mortos, 500 puL de formol foram adicionados
em cada pogo para contagem do total de larvas presentes. A taxa de mortalidade foi determinada
em % mortalidade = (nimero de individuos mortos x 100) + ndmero total de individuos e o grau
de toxicidade foi classificado de acordo a mortalidade observada: 0-9% = ndo toxico(NT); 10-
49% = ligeiramente toxico(LT); 50-89% = téxico(T); 90-100% = altamente toxico(AT). Quando

64



constatada mortalidade no controle, o indice de mortalidade observado nos extratos foi corrigido
conforme a férmula: % mortalidade corrigido = % entre sobreviventes no branco - % de
sobreviventes no tratamento (HARWIG; SCOTT, 1971; FORGIARINI, 2006; GONZALEZ et al.,
2007; ATAYDE et al., 2011).

2.8. — Critério para selecdo da cultura fingica submetida a caracterizacédo parcial
do respectivo extrato lipolitco bruto — Dentre as culturas fungicas em teste, aquela que
apresentou o maior quantitativo (em U/mL) de atividade lipolitica associado a menor categoria de
toxicidade (ndo tdxica) foi selecionada para determinacdo de rendimento do extrato e sua
caracterizacao parcial.

Para essas determinagdes, novamente procedeu-se a fermentagdo submersa em meio
PESO, conforme proporcdes e condigdes descritas anteriormente (item 2.3), em quantitativo total
de 1000 mL de meio PESO, dividido em cinco recipientes (capacidade de 1000 mL) contendo
200 mL do meio. Em seguida, efetuaram-se os procedimentos abaixo.

2.9 — Biomassa seca: O meio PESO foi filtrado através de papel de filtro pré-aferido.
A massa micelial de A. wentii DPUA 1725 retida foi desidratada em estufa regulada a 105 °C até
peso constante. Para as pesagens, utilizou-se balanca analitica. Posteriormente, essa biomassa foi
relacionada aos quantitativos de extrato lipolitico bruto nos estados aquoso e liofilizado, para

verificacdo do rendimento (Figura 6).

Figura 6 — Extrato bruto no processo de liofilizacdo. Visdo geral dos recipientes contendo extrato
acoplados ao liofilizador (A) e detalhe do recipiente (B).
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2.10 — Rendimento (R) percentual de extrato lipolitico bruto aquoso (ELBA): Para o
célculo desse rendimento, o volume de meio PESO utilizado no inicio da fermentagdo submersa
foi relacionado ao volume de ELBA obtido apds a separacdo da biomassa micelial (item 2.3)
seguida de outra filtragem utilizando sistema de filtro 0,22 um (Figura 7). Nessa relacéo, utilizou-
se a seguinte formula: Rg ga(em %)=[(volume de ELBA, em mL) x 100] : (volume de PESO, em
mL).

2.11 — Rendimento (R) percentual de extrato lipolitico bruto liofilizado (ELBL:)
Amostras do ELBA de A. wentii DPUA 1725 (sete réplicas) foram submetidas a liofilizagdo. O
rendimento médio de extrato lipolitico bruto liofilizado (ELBL) foi calculado a partir dos dados
obtidos em cada réplica de ELBA, submetidos a seguinte formula: Rg g (em %)=[(peso de ELBL,
em g) x 100] : (volume de ELBA, em mL).

Figura 7 — Segunda separacao por filtracdo (filtro 0,22 um) sob vacuo das fracGes biomassa
micelial e extrato lipolitico bruto.

2.12 — Estimativa da massa efetiva de ELBL (em g) aplicada em teste quantitativo
padrdo utilizando meio liquido: A partir deste rendimento, foi estimada a quantidade (em g) de
ELBL efetivamente existente em 2 mL de ELBA usado em teste quantitativo padrao (item 2.4).
O valor estimado foi fixado como a quantidade de ELBL a ser empregada nos demais testes
guantitativos dessa pesquisa.

2.13 — Verificagdo da condic¢do oOtima de pH na atividade enzimatica do fungo com
maior potencial lipolitico: O quantitativo previamente fixado de ELBL (0,23 g) foi
separadamente diluido em 18 mL das solucdes tampé&o fosfato de sédio 0,1 M pH 6,0; pH 7,0 e

pH 8,0 e tampé&o Tris-HCI pH 9,0. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata. Em cada
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réplica, foi adicionado Oleo de oliva extra-virgem 10% (p/v) e goma arabica 5% (p/v). A
incubacéo foi realizada a 37 °C, 150 rpm, durante 15 minutos. Ao final desse periodo, a reacdo
foi interrompida e os acidos graxos extraidos ap6s adi¢do de 20 mL de solucao de acetona:etanol
(1:1, v/v). Os brancos para cada pH foram 18 mL da solugdo-tampéo pH em teste suplementado
apenas com Oleo de oliva extra-virgem 10% e goma arabica 5%, submetidos a mesma condicao
de incubacdo e interrupcdo de reacdo, j& mencionados. Os sistemas foram submetidos a
quantificacdo da atividade lipolitica, atraves de titrimetria (item 2.9).

2.14 — Verificacdo da condicdo otima de temperatura na atividade enzimatica do
microrganismo com a maior potencial lipolitico: Para verificacdo da temperatura Otima de
atividade lipolitica, o ELBL (0,23 g) foi separadamente diluido em 18 mL da solu¢do-tampao
com o pH 6timo previamente verificado. Realizou-se a incubagao nas temperaturas de 25, 27, 30,
32, 35, 37, 40, 42, 45 e 47 °C. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata. Para todas as
temperaturas, utilizou-se agitacdo de 150 rpm, durante 15 minutos. Ao final desse periodo, a
reacdo foi interrompida e os &cidos graxos extraidos apo6s adicdo de 20 mL de solucdo de
acetona:etanol (1:1, v/v). Os brancos foram 18 mL da solucdo-tampdo pH 6timo previamente
verificado suplementado apenas com 6leo de oliva extra-virgem 10% e goma arabica 5%,
submetidos a temperatura de incubacdo em teste, agitacdo, tempo e interrupcdo de reacdo acima

mencionadas, com posterior titrimetria para quantificacdo da atividade lipolitica (item 2.4).

3 — Resultados e discussao

Das 22 culturas submetidas a autenticacdo, verificou-se resultado positivo para 73%
(n=16) como autenticacdo imediata, ou seja, tiveram a espécie confirmada conforme a literatura
taxonémica especializada (Tabela 1).

As demais culturas (27%, n=6) apresentaram pleomorfismo moderado. Nessas
culturas ndo autenticadas, quando verificadas amostras miceliais e exsudatos apenas em partes
(zonas viaveis) da col6nia, podia-se verificar a espécie procurada. No entanto, devido
visualizacdo de caracteristicas distintas da espécie procurada em outras partes (zonas
pleomorfisadas), foram descartadas para submissdo nos demais ensaios. Devido critérios

adotados nessa pesquisa, 0s tratamentos de recuperagédo dessas culturas ndo foram utilizados.
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Tabela 1 — Sumario de dados catalograficos e testes de autenticidade, atividade lipolitica
qualitativa e gquantitativa, grau de toxicidade de fungos da Colecdo de Culturas DPUA-UFAM,
Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do
Amazonas, conservados sob dgua destilada esterilizada.

Atividade

Microrganismos Autenticidade P;;)cf‘leirt]icci gl IEEJC;:::II_C)a t&?gi?jgge
Aspergillus candidus DPUA 1577 - nr nr nr
Aspergillus carneus DPUA 1560 + PLM nr AT
Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1539 + PLM nr AT
Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1623 - nr nr nr
Aspergillus flavus DPUA 933 + PLM nr AT
Aspergillus japonicus DPUA 1727 + PLA 14,81+0,4 NT
Aspergillus oryzae DPUA 1624 + PLA 24,9+0,8 AT
Aspergillus wentii DPUA 1725 + PLA 18,4+0,4 NT
Penicillium bilaiae DPUA 1602 + PLA 23,2+1,2 AT
Penicillium citrinum DPUA 1617 + PLM nr AT
Penicillium janczewskii DPUA 1669 + PLM nr AT
Penicillium janczewskii DPUA 1672 + PLA 25,8+0,8 AT
Penicillium janczewskii DPUA 1673 + PLA 20,0+0,9 AT
Penicillium janthinellum DPUA 1660 + PLA 22,3+1,9 AT
Penicillium janthinellum DPUA 1668 - nr nr nr
Penicillium lividum DPUA 1661 + PLM nr AT
Penicillium miczynskii DPUA 1667 + PLM nr AT
Penicillium miczynskii DPUA 1674 + PLA 21,2+0,7 AT
Penicillium paxilli DPUA 1574 - nr nr nr
Penicillium simplicissimum DPUA 1666 - nr nr nr
Penicillium simplicissimum DPUA 1671 + PLA 26,2+0,2 AT
Penicillium waksmanii DPUA 1670 - nr nr nr

Diante dos resultados majoritariamente satisfatorios quanto & autenticacdo imediata
(73%), verifica-se sucesso quanto ao método de conservacdo em agua destilada adotado pela
Colecéo de Culturas DPUA-UFAM.

Das 16 culturas submetidas ao ensaio qualitativo de potencial lipolitico em meio

solido, 44% (n=7) foram categorizadas como potencial lipolitico moderado e excluidas dos
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ensaios subsequentes. Nesse mesmo ensaio, a maioria (56%; n=9) foi categorizada como
potencial lipolitico alto e submetidas aos ensaios subsequentes.

Dessas mesmas 16 culturas, apds submetidas ao bioensaio de toxicidade contra A.
salina, a maioria (87%, n=14) foi categorizada como altamente tdxica (100% de mortalidade das
larvas de A. salina) e consideradas inviaveis para utilizacdo como microrganismo GRAS —
Generally Regarded As Safe — para a industria de alimentos. No entanto, duas culturas se
destacam com o perfil GRAS — Aspergillus japonicus DPUA 1727 e Aspergillus wentii DPUA
1725 — pois foram categorizadas como ndo toxica (0% de mortalidade das larvas de A. salina).

As 9 culturas tiveram sua atividade lipolitica quantificada, obtendo-se valores entre
14,8+0,4 e 26,2+0,2 U/mL (minimo e méaximo, respectivamente). As trés culturas com o0s
menores teores de atividade lipolitica foram Aspergillus japonicus DPUA 1727 (14,8+0,4 U/mL),
Aspergillus wentii DPUA 1725 (18,0£0,4 U/mL) e Penicillium janczewskii DPUA 1673
(20,0£0,9 U/mL). As trés culturas com maiores teores de atividade lipolitica foram Aspergillus
oryzae DPUA 1624 (24,9+0,8 U/mL), Penicillium janczewskii DPUA 1672 (25,8+0,8 U/mL) e
Penicillium simplicissimum DPUA 1671 (26,2+0,2 U/mL).

Kaushik et al (2006) obteve 13 U/mL como atividade lipolitica maxima para
Aspergillus carneus cultivado sob fermentacdo submersa, valor abaixo daqueles obtidos para as
outras espécies de Aspergillus utilizadas nessa pesquisa. Wolski (2009) também obteve menor
atividade lipolitica (9,5 U/mL) para Penicillium sp.

Portanto, as culturas amazbnicas aqui selecionadas, por suas caracteristicas
metabolicas intrinsecas, se mostraram bem adaptadas as condicdes de cultivo e, principalmente,
maior potencial de acdo sobre substrato rico em lipidios. Os efeitos dessa acdo sobre esses
substratos necessitam de investigagdo mais aprofundada, visando definir adequadamente o
emprego tecnoldgico.

Pela associacdo entre a auséncia de toxicidade e expressiva atividade lipolitica,
verifica-se que somente as culturas Aspergillus japonicus DPUA 1727 (ndo toxica e 14,8+0,4
U/mL) e, ligeiramente com melhor resultado, Aspergillus wentii DPUA 1725 (ndo toxica e
18,0+0,4 U/mL), podem ser consideradas adequadas como fonte de lipases de interesse industrial.

Devido o maior indice de atividade lipolitica verificado no extrato bruto de A. wentii
DPUA 1725, verificou-se o seu rendimento (em solucdo aquosa e liofilizado) e suas melhores

condicOes de pH e temperatura para atividade enzimatica.
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Os rendimentos obtidos de ELBA e ELBL relacionados ao volume inicial do meio, a
biomassa micelial seca desenvolvida e o quantitativo, em mL, de ELBL em 2mL de ELBA s&o
apresentados na Tabela 2.

O crescimento celular (biomassa seca) de A. wentii DPUA 1725 observado nesse
experimento (1,53 g/100mL) foi bastante superior ao verificado em Penicillium verrucosum (0,11
g/100 mL) por Pinheiro (2006) e ligeiramente maior ao observado em Penicillium restrictum
(1,42 g/100 mL) por Freire et al. (1997). Verificam-se assim indicios da adequac¢do do fungo em
analise aos componentes utilizados na formulacdo do meio e as condi¢cdes de fermentacao

empregadas nessa pesquisa.

Tabela 2 — Rendimento dos extratos lipoliticos brutos (ELB) e relacdo entre ELB liofilizado
(ELBL) em ELB aquoso (ELBA) de Aspergillus wentii DPUA 1725 proveniente da Colecéo de
Culturas DPUA-UFAM, do Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Amazonas.

Rendimentos dos extratos lipoliticos brutos

Biomassa Relagéo
seca - ELBL:ELBA
(g/100 mL de EA‘qUOS(; LEOf'"Za()jO FLBA FLBL (g:2mL)
i * ELBA ELBL
meio PESO™) (%) (%) vs Biomassa seca ©
1,53 88,8+1,1 10,4+2,2 58,2 mL/g 6,7 g/g 0,23

LEGENDA: *meio PESO = meio utilizado para fermentacdo submersa, composto de peptona 8%, extrato de levedura 1%, cloreto de sodio 3% e
6leo de oliva extra-virgem 1%.

O extrato enzimatico bruto liofilizado apresentou condi¢bGes 6timas de atividade
lipolitica a pH 7,0 e 42 °C (Figura 8).

De acordo com Wolski (2008), vérios trabalhos apontam o pH neutro (pH 7,0) como
6timo para a atividade lipolitica, corroborando o dado obtido nessa pesquisa. Kamini et al. (1998)
também obtiveram pH 7,0 como 6timo para atividade lipolitica de A. niger sob fermentagéo
solida.  Para outras culturas dessa mesma espécie, Falony et al. (2006) e Pera et al. (2006)
obtiveram pH o6timo ligeiramente menores (respectivamente, pH 6,0 e 6,5), com acentuado e
leve decrescimo, respectivamente. Mais acentuada diferenca foi obtida na pesquisa de
Namboodiri; Chattopadhyaya (2000), que apontaram pH 6timo na faixa 5,0-6,0.
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Kamini et al. (1998) verificaram termo-estabilidade da atividade lipolitica para A.
niger em até 40 °C, com étima condigdo em 37 °C, diferente dos dados obtidos nessa pesquisa,
que sugerem relativa estabilidade a partir de 42 °C, esta Gltima apontada como a melhor
temperatura para atividade lipolitica do extrato bruto analisado nessa pesquisa.

Em sua pesquisa, Pera et al. (2006) apontou, quando comparado ao dado obtido nessa
pesquisa, um menor valor de temperatura (35 °C) para atividade 6tima de A. niger MYA 135,
ocorrendo continuo decréscimo de atividade a partir de 37 °C.
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Figura 8 — Condicdes Otimas de pH (A) e temperatura (B) para atividade da lipase extracelular
produzida por Aspergillus wentii DPUA 1725 .
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Resultados mais similares aos obtidos nessa pesquisa foram publicados por
Namboodiri; Chattopadhyaya (2000) e Falony et al. (2006) com diferentes culturas de Aspergillus
niger. Namboodiri; Chattopadhyaya (2000) apontaram a faixa de 40-45 °C como 6tima para
atividade lipolitica da enzima purificada. Falony et al. (2006) também obtiveram para
Aspergillus niger J-1 um ligeiro decréscimo da atividade lipolitica desde a temperatura de 40 até
60 °C, ocorrendo dréastica queda nas temperaturas superiores.

Constata-se que as condicOes 6timas de pH e temperatura para atividade lipolitica de
A. wentii DPUA 1725 (Figura 8) ndo diferem da maioria das culturas de fungos estudados em
outras pesquisas. Em contrapartida, a relativa termo-estabilidade em temperaturas mais elevadas
(Figura 8B) se torna interessante diante da potencial utilizacdo de seu extrato em operagdes onde
0 aquecimento é imprescindivel. Ressalta-se ainda a necessidade de determinar a temperatura
maxima de atividade lipolitica desse extrato.

Quanto a atividade lipolitica, Falony et al. (2006) e Sarkar; Laha (2013) apresentaram
1,46 U/mL como atividade maxima da lipase de A. niger obtida sob fermentacdo submersa.
Hamdy; Abo-Tahon (2012) obteve 7,83 U/mL como atividade maxima da lipase de Aspergillus
terreus var. africanus cultivado sob condi¢do de incubacdo similar aquela utilizada nesse
experimento.

Todos esses indices sdo bastante inferiores quando comparados ao verificado em A.
wentii DPUA 1725, cultura utilizada nessa pesquisa. Um indice mais aproximado, ainda
ligeiramente menor, foi obtido por Prabakhar et al. (2002), com 14,3 U/mL de atividade lipolitica
maxima para A. niger isolado na india.

O extrato obtido a partir de A. wentii DPUA 1725, isolado de substrato amazonico e
pertencente ao grupo A. niger, mostra-se um importante diferencial quando comparado as demais

culturas ja estudadas.

4 — Conclusdo
Constatou-se que todos os fungos analisados apresentam atividade bioldgica, com
destaque para Aspergillus japonicus DPUA 1727 e Aspergillus wentii DPUA 1725. Ambas as

culturas se apresentam como fonte segura de lipases de interesse para a industria alimenticia
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devido expressiva atividade lipolitica em Gleo extra-virgem e auséncia de toxicidade contra A.

salina.
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ITEM 5 — Artigos a serem publicados Capitulo 11

RENDIMENTO, CARACTERIZACAO PARCIAL DA QUALIDADE DE CARCACAE
OLEOS DE PIRACATINGA Calophysus macropterus E EFEITO DO EXTRATO
LIPOLITICO DE Aspergillus wentii DPUA 1725 SOBRE O OLEO REFINADO

1 - Introducao

Acidos graxos poli-insaturados (AGPI), principalmente da familia ©-3, sdo0
encontrados de forma abundante em peixes gordos e 6leos de peixe, principalmente nas espécies
de aguas frias (HARRIS et al., 2007; RAMEL et al., 2010; FIORI et al., 2012). Esses &cidos
conferem importantes efeitos benéficos aos consumidores (BURRI et al., 2012; DJOUSSE et al.,
2012; McMANUS et al., 2012; TUR et al., 2012; VAN DEN ELSEN et al., 2012) e sdo passiveis
de utilizacdo pela industria farmacéutica e alimenticia (ESPINOSA et al., 2008).

Apesar de afirmacgdes contrarias, varias pesquisas utilizando éleos de peixes de agua
doce, incluindo espécies amazonicas, demonstram quantitativos expressivos de AGPI,
principalmente &cido araquidénico (ARA), eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA)
(INHAMUNS; FRANCO, 2001, INHAMUNS; FRANCO, 2008), capazes de conferir efeitos
fisiolGgicos e terapéuticos importantes, sendo melhor biologicamente aproveitados pelo consumo
de concentrados de 6leos de peixes (SUN et al., 2002; RAMEL et al., 2010; ZHANG et al., 2010;
McMANUS et al., 2011; TUR et al., 2012).

Para obtencdo desses concentrados, podem ser utilizadas diversas técnicas, das quais
a hidrolise enzimatica apresenta mais vantagens, como exemplo, producdo de acilglicerdis, mais
nutricionalmente favoraveis que os ésteres metilicos ou etilicos e menor possibilidade de
hidrolise de EPA e DHA (SUN et al., 2002).

Entre as diversas fontes de enzimas lipoliticas, aquelas de origem microbiana,
especialmente obtidas a partir de fungos, sdo as mais utilizadas industrialmente porque sdo mais
estaveis, apresentam propriedades bem mais diversificadas que as lipases de outras fontes e séo,
em sua maioria, extracelulares, facilitando sua recuperacgdo a partir do caldo fermentativo. O uso
desses biocatalisadores na modificacdo estrutural de 6leos e gorduras tem recebido consideravel
atencdo devida sua especificidade em relacdo ao substrato (CARVALHO et al., 2003; WOLSKI,
2008; TREICHEL et al., 2010).
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Como exemplo da utilizacdo de enzimas lipoliticas fungicas em Oleo de peixe,
algumas publicaces relataram promissores resultados, mas a efetividade dessas lipases é variavel
em funcdo da espécie de peixe utilizada para a extracdo do 6leo (SUGIHARA et al., 1996;
WANASUNDARA,; SHAHIDI, 1998; YAMAGUCHI et al., 2004; KAHVECI; XU, 2011).

Na Amazonia, a espéecie Calophysus macropterus, vulgarmente chamada piracatinga
ou zamurito, entre outras denominagdes, apesar de ndo ser preferencialmente consumida pelos
ribeirinhos (SOARES et al., 2008; PEREZ; FABRE, 2009), é utilizada na entressafra pelos
frigorificos locais como substituta de outras espécies de bagres de maior importancia comercial,
principalmente para a producéo de filés (PEREZ; FABRE, 2002; BATISTA et al., 2012.

Quando somente o filé de peixe é comercializado, restam residuos importantes como
matéria-prima para a extracdo desses 6leos, como exemplo a cabeca, pele, espinhas e visceras
(FIORI et al., 2012). Quando adequadamente refinados, 6leos de peixe tornam-se adequados
para o consumo humano (CREXI et al., 2007).

Buscando o aproveitamento comercial dos residuos gerados pela industria frigorifica
local, nesse trabalho foi verificado o rendimento e caracterizagdo parcial da qualidade de 6leos
extraidos pelo processo termomecanico a partir de residuos de piracatinga C. macropterus.
Adicionalmente, verificou-se o efeito do extrato lipolitico de Aspergillus wentii DPUA 1725 na

concentracdo de acidos graxos poli-insaturados do 6leo refinado desse peixe.

2 — Metodologia

2.1 — Coleta das amostras — Carcacas congeladas (formada por cabeca, nadadeiras e
estrutura 6ssea principal) de piracatinga (Callophysus macropterus) foram coletadas no Iranduba
Frigorifico de Pescado, transportadas ao Laboratério de Tecnologia do Pescado da Universidade
Federal do Amazonas e mantidas em congelador horizontal até 0 momento dos procedimentos
extrativos e analiticos.

2.2 — Composicao lipidica da carcaca - As amostras de carcaca foram submetidas a
secagem até peso constante e, a partir da amostra seca, efetuou-se a extracdo de lipidios totais
conforme descricdo das Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 2008), em
triplicata.

2.2.1 — Determinacdo do indice de umidade — Cinco gramas de carcacas foram

pesados em um cadinho de platina previamente seco e tarado, a partir de entdo denominado
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conjunto. Este conjunto foi submetido a secagem em estufa regulada em 105 °C, com pesagens
utilizando balanca analitica a cada 24 horas, até peso constante. Os dados obtidos foram
aplicados na férmula a seguir, sendo o resultado expresso em percentual de umidade por grama
de produto (%): Umidade = [(100 x N) + P] x FCU, onde: N = diferenca de peso (em g) entre a
amostra integral e a amostra seca, P = peso da amostra (em g), FCU = fator de conversao de
umidade.

O FCU foi calculado por: FCU = 100 + MS, onde: MS (matéria seca), por sua vez
calculada na formula MS = (peso da amostra seca + peso da amostra Umida) x 100.

2.2.2 — Determinacao do indice de lipidios totais — Em triplicata, foram pesados 3,00
a 3,50 g da amostra de carcaca seca e moida, que foi transferida para tubos de ensaio (capacidade
70 mL) com tampa rosqueavel. Nesse tubo, foram adicionados 10 mL de cloroférmio + 20 mL
de metanol + 8 mL de agua destilada (proporc¢édo 1:2:0,8), sendo entdo hermeticamente fechados.
Os tubos foram ajustados em agitador rotativo por 30 minutos.

Em seguida, para separacdo da fracdo contendo o contetdo lipidico, foram
adicionados 10 mL de cloroférmio + 10 mL de solucdo de sulfato de sédio 1,5%. Novamente,
esses tubos foram hermeticamente fechados e submetidos a mistura em agitador rotativo por 2
minutos. Ocorrida a separacdo, a camada superior (dgua + metanol) foi cuidadosamente
desprezada com sifdo, mantendo-se a camada inferior (cloroférmio + amostra) no tubo. Nessa
ultima camada foi adicionado 1 g de sulfato de sddio anidro, sendo essa mistura transferida para
tubos de 30 mL, utilizando-se um funil contendo papel de filtro qualitativo, para retencdo dos sais,
tendo a solucdo recolhida obrigatoriamente o aspecto limpido.

Deste filtrado foi recolhido 5 mL e transferido para um copo de béquer 50 mL,
previamente aquecido, resfriado em dessecador e pesado. Esse béquer foi acondicionado em
estufa regulada a 105 °C, até evaporacdo do solvente. Para pesagem, esse béquer foi previamente
resfriado em dessecador.

Os dados obtidos foram aplicados na formula LT (lipidios totais) = [(PL x 4) + (P X
FCU)] x 100, onde PL = peso dos lipidios ap0s a evaporagdo do solvente; P = peso da amostra;
FCU = fator de correcdo da umidade. O resultado foi expresso em percentual (%) de lipidios por
100 gramas de produto (em matéria integral, amostra imida).

2.3 — Extragdo termomecanica e rendimento do oOleo de peixe — As amostras de

carcaca foram pesadas e submetidas a coccdo em recipiente metélico (peixe:agua de poco
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artesiano sem tratamento complementar, aproximadamente 1:2, kg:L), por 30 minutos contados
apos o inicio da fervura. Posteriormente, todo o conteddo cozido foi filtrado em dupla camada de
tela comum, para separacdo da fracdo solida menos particulada (0ssos e demais tecidos cozidos
em grandes pedacos, entre outros) da fracdo liquida (agua, residuos teciduais mais particulados e
6leo bruto). A fracdo liquida foi submetida a separacdo em funil de decantacdo, sendo coletada
apenas a fracao de 6leo bruto.

2.3.1 — Calculo de rendimento do 6leo bruto em relacdo ao contetdo lipidico da
carcaca — A fracdo 6leo bruto obtida ap6s decantacdo foi pesada, efetuando-se uma relacdo dessa
fracdo com a quantidade de lipidios extraidos por solventes organicos da carcaca antes de
submetida & coccdo, através da formula Rendimento de dleo bruto(%) = [(Oleo bruto(em g) /
Conteudo lipidico da carcaca (em g)] x 100.

2.3.2 — Célculo de rendimento do 6leo bruto em relac@o ao quantitativo de carcaca —
A fracdo 6leo bruto obtida ap6s decantacdo foi pesada, efetuando-se uma relacdo dessa fracao
com a quantidade de carcaca submetida a coccdo, através da formula Rendimento de Oleo
bruto(%) = [(Oleo bruto(em g) / Peso da carcaga (em g)] x 100.

2.4 — Refino do 6leo bruto de peixe — O 6leo bruto foi submetido as etapas de pre-
limpeza, degomagem, neutralizacdo, lavagem, secagem, clarificacdo e filtracdo (MORAIS et al.,
2001; CUNHA et al., 2002; CREXI et al., 2007), necessarias para obtencdo do 6leo refinado, em
sistema experimental (Figura 1). Uma fracdo desse produto foi submetida ao tratamento

enzimatico descrito posteriormente.

16/01/2012

Figura 1 — Sistema experimental utilizado para refino de 6leo.
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Na pré-limpeza, para remocao dos sélidos em suspensdo, as amostras de 6éleo bruto
(1500 mL) foram centrifugadas a 5000 rpm em centrifuga de copos. O sobrenadante (6leo pré-
limpo) foi separado do sedimento (Figura 2), transferindo-se esse 6leo para recipiente adequado.

O quantitativo de 6leo pré-limpo, em g, foi devidamente registrado.

Figura 2 — Oleo bruto de piracatinga apds centrifugacéo para pré-limpeza.

Ao recipiente contendo fracdo 6leo pré-limpo, acomodado sobre aparelho agitador
magnético termostatizado, foram adicionados agitadores magnéticos, necessarios para a etapa de
degomagem, onde foi utilizado &cido fosférico 85% numa quantidade equivalente a 1% da massa
do 6leo. Este &cido ficou em contato com o 6leo durante 30 minutos, sob temperatura (80 °C) e
agitacdo (500 rpm) constantes (Figura 3) (MORAIS et al., 2001; CUNHA et al., 2002; CREXI et
al., 2007).

Figura 3 — Oleo de piracatinga na etapa de degomagem.
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Para neutralizacdo, foi utilizado hidréxido de s6dio 20% (em 1% de excesso em
relacdo ao indice de acidez previamente determinado), a temperatura de 50 °C, sob agitacdo
constante (500 rpm) e sob vacuo de 400-500 mmHg, durante 20 minutos (MORAIS et al., 2001;
CUNHA et al., 2002).

Em seguida, sob agitacéo lenta (200 rpm), a temperatura foi elevada até 80 °C, quando
foi cessado o0 aquecimento. Para a separacdo das impurezas solidas aglutinadas nessa etapa, foi
utilizada a centrifugacdo (CUNHA et al., 2002).

Imediatamente foram realizadas trés lavagens com agua quente (90-95 °C) (Figura 4A)
em quantidade equivalente a 10% da massa do 0leo, sob agitacdo constante (500 rpm), com
tempo de contato entre agua e 6leo durante 5 minutos, sob vacuo (440 mgHg) (MORAIS et al.,
2001; CUNHA et al., 2002; CREXI et al., 2007) (Figura 4A).

Figura 4 — Procedimentos de lavagem (A) e filtragem (B) do 6leo.

Para secagem, a agua foi separada do 6leo por decantagdo sob vacuo (700 mmHg), em
temperatura de 90-95 °C, até obtencdo de umidade equivalente a 0,1%.

Posteriormente, para clarificacdo, foi adicionado ao 6leo um adsorvente (mistura de
celite super cell:carvao ativado em p6 (9:1, p/p)), em quantidade equivalente a 5% da massa do
6leo, sob agitacdo constante (40 rpm), a uma temperatura de 70 °C e sob vacuo (660 mmHg),
durante 20 minutos (CUNHA et al., 2002; CREXI et al., 2007).
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A seguir, para separacdo dos solidos e obtencao do dleo refinado de peixe, a filtragdo
(Figura 4B) foi realizada em funil de Biichner previamente revestido com uma pré-capa de terra
diatomacea (MORAIS et al., 2001; CUNHA et al., 2002; CREXI et al., 2007).

2.5 — Calculo de rendimento do 6leo refinado em relacdo ao 6leo bruto — A fragédo
6leo refinado foi pesada, efetuando-se uma relacdo dessa fracdo com a quantidade de 6leo bruto
submetido ao processo de refino (item abaixo), através da férmula Rendimento de dleo
refinado(%) = [(Oleo refinado(em g) / Oleo bruto(em g)] x 100.

2.6 — Caracterizacao parcial da qualidade fisico-quimica dos 6leos de peixe obtidos —
Amostras de 6leo de peixe (bruto e refinado) foram submetidas a determinacdo do indice de
acidez em é&cido oleico, percentual de acidos graxos livres, indices de iodo, saponificacdo e
umidade (SAO PAULO, 2009).

2.6.1 — Indice de acidez - Dois gramas de amostra foram pesados em um frasco de
erlenmeyer de 125 mL, sobre o qual foram adicionados 25 mL de solugdo neutra de éter:alcool
(2:1, viv) e, em seguidas, misturados sob agitacdo manual. Nessa mistura adicionou-se duas gotas
de solucgdo indicadora de fenolftaleina e, em seguida, titulou-se com solucdo de hidréxido de
sodio 0,1 N até coloragdo rosea. Os indices de acidez foram calculados pela aplicacdo dos dados
obtidos na férmula abaixo, onde V = volume de solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N gasto na
titulacdo (em mL), f = fator de soluc&o de hidréxido de sodio e P = peso da amostra (em g) (SAO
PAULO, 2008): IA = [(V x f x 5,61) + P]. Os dados obtidos para indice de acidez foram
convertidos em Acidez em acido oléico e Percentual de acidos graxos livres, conforme formulas
abaixo: IA em acido oleico (AAO), em % = IA + 1,99 (SAO PAULO, 2008); Percentual de
acidos graxos livres (AGL), em % = IA em acido oléico x 0,503 (ATAYDE, 2008).

2.6.2 — Indice de iodo (I1), método de Wijs — 0,25 gramas de amostras foram pesadas
em vidro de reldgio e cuidadosamente transferidos para um frasco de Erlenmeyer de 500 mL,
utilizando-se 10 mL de tetracloreto de carbono. Nessa solucdo foi adicionado 20 mL de solucéo
de Wijs, homogeneizados sob rotacdo leve e deixados em repouso por 30 minutos, ao abrigo da
luz, em temperatura de aproximadamente 25 °C. Apds decorrido o tempo, foram adicionados 10
mL de solucéo de iodeto de potassio 15% e 100 mL de &gua recentemente fervida e resfriada. Em
seguida, sob agitacdo constante, foi procedida a titulagdo com tiossulfato de sodio 0,1 até a
obtencdo de uma coloragdo amarela fraca. Adicionou-se 1-2 mL de solucdo de amido e retomou-
se a titulacdo até o desaparecimento da coloragdo azul. Ao frasco foi adicionada uma rolha, sendo
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0 conteddo titulado vigorosamente agitado. Uma solucdo branco (sem a amostra) foi preparada
nas mesmas condicdes acima descritas. O indice de iodo foi obtido pela aplicacdo dos dados do
procedimento acima descrito na formula Il = [(B-A) x f x 1,27]+P, A = quantidade (em mL) da
solucdo de tiossulfato de sodio 0,1 N gasta na titulacdo da amostra, B = quantidade (em mL) da
solucdo de tiossulfato de sodio 0,01 N gasta na titulagdo do branco, f = fator da solucdo de
tiossulfato de sédio e P = peso (em gramas) da amostra (SAO PAULO, 2008).

2.6.3 — Indice de saponificacdo (IS) — Dois gramas de amostra foram acondicionados
em um frasco de Erlenmeyer de 250 mL. Com auxilio de uma bureta, foram adicionados 20 mL
de solucdo alcoodlica de hidroxido de potassio 4%. Ao frasco de Erlenmeyer foi adaptado um
refrigerante de refluxo, aquecido até ebulicdo branda, durante 30 minutos. Apds ligeiramente
resfriado, foram adicionadas duas gotas do indicador fenolftaleina. Uma solucao branco (sem a
amostra) foi preparada nas mesmas condi¢des acima descritas. Tanto a amostra quanto o branco
foram tituladas com &cido cloridrico 0,5 N até desaparecimento da coloracdo résea. O indice de
saponificacdo foi obtido pela aplicacdo dos dados do procedimento acima descrito na férmula IS
= (V x f x 28) + P, onde V = diferenca entre as quantidades (em mL) do &cido cloridrico 0,5 N
gastos nas duas titulacOes, f = fator do acido cloridrico 0,5 N e P = peso (em gramas) da amostra
(SAO PAULO, 2008).

2.6.4 — Determinacdo de umidade — Para esta determinacdo pesou-se 5 g da amostra
em uma capsula de porcelana de 50 mL, previamente aquecida por 1 hora em estufa a 105 °C,
resfriada em dessecador com cloreto de calcio anidro e pesada. Aqueceu-se a amostra em estufa
a 130 °C, por 3 horas. Resfriou-se em dessecador até a temperatura ambiente (aproximadamente
25 minutos) e procedeu-se a pesagem. Em seguida aqueceu-se hovamente em estufa a 105 °C, por
1 hora, resfriando-a em dessecador até a temperatura ambiente, procedendo-se a pesagem. Esta
ultima etapa foi repetida até peso constante da amostra. A umidade foi calculada através da
seguinte formula: Umidade & 105 °C (em %) = (100 x N)/P, onde: N = n.° de grama de umidade;
e P = n.° de grama da amostra (SAO PAULO, 2008).

2.7 — Producéo de lipases por fermentacdo submersa — A producdo das lipases pela
cultura de Aspergillus wentii DPUA 1725, conservado na Colegdo de Culturas da Universidade
Federal do Amazonas, foi conduzida por fermentacdo submersa em meio PESO (peptona 8%,
extrato de levedura 1%, cloreto de sodio 3% e Gleo de oliva extra-virgem 1% esterilizados a 121

°C, durante 15 minutos). Um quantitativo de suspensdo de esporos da cultura pura, variavel de
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acordo com a concentracdo de esporos obtida na preparacao dessa suspensao, foi transferida para
0 meio PESO de maneira a se obter 2x10° esporos/mL. Os cultivos foram incubados a 25 °C, 150
rpm, durante 72 horas. A biomassa micelial foi separado do extrato bruto por filtracdo. Este
extrato bruto aquoso foi submetido a liofilizacdo e conservado em ambiente seco até 0 momento
da aplicacdo (PINHEIRO, 2006).

2.8 — Tratamento do 6leo refinado com extrato liofilizado de A. wentii DPUA 1725 —
Para essa etapa, obedeceu-se as condi¢cBes Otimas de pH, temperatura e a massa de extrato
liofilizado efetivamente utilizada em teste quantitativo padrdo para a atividade lipolitica dessa
cultura (capitulo 1), previamente determinadas.

Utilizou-se 1,8 gramas de Oleo refinado de piracatinga emulsionados em goma
ardbica 5% (p/v) e tampdo fosfato de sédio 0,1 M ajustado para pH 7,0, em quantitativo final de
18 mL, acondicionados em erlenmeyers de 125 mL. Nesse sistema adicionou-se 0,23g de extrato
enzimatico bruto liofilizado de A. wentii DPUA 1725. A incubacéo foi realizada a 42 °C, 150
rpm, durante 15 minutos. Ao final desse periodo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 20 mL
de solucdo acetona:etanol (1:1), seguida da adicdo de 20 mL de cloroférmio.

Por titrimetria (até pH 11), adicionou-se solucdo de hidréxido de sédio 0,05 M. Em
seguida, adicionou-se 10 mL de cloroférmio, obtendo-se um sistema bifasico. A parte aquosa
(fase inferior) foi removida por decantacdo. A parte solvente organico (fase superior) foi
submetida a desidratacdo do contetido aquoso residual por filtragem em sulfato de sédio anidro.
O ¢leo refinado enzimaticamente tratado foi obtido apds a remocao dos solventes em evaporador
rotativo (WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998; SUN et al., 2002).

2.9 — Determinacdo do perfil de &cidos graxos — Amostras de 6leo de peixe (bruto,
somente refinado e refinado enzimaticamente tratado) foram submetidas a separagdo dos ésteres
metilicos dos acidos graxos, utilizando-se um cromatografo a gas com injetor automatico e
detector por ionizacdo em chama (GC-FID). Empregou-se coluna capilar com fase estacionaria
polisiloxano modificada com 90% de cianopropil, medindo 100m de comprimento, diametro
interno de 0,25 mm e filme de 0,25 um de espessura.  Os parametros ajustados foram:
temperatura do injetor (245°C); temperatura do detector (245°C); inje¢cdo no modo split (1:80);
vazdo do gés de arraste H, (1,4 mL minY); vazdo dos gases do detector Ho/No/Ar Sintético
(30/30/300 mL min?); programa de temperatura (195°C por 0,5 min, aumentando para 235°C a

4°C por min, mantendo-se esta temperatura por 10,5 min e entdo aumento para 245°C, a 5°C por
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min, mantendo-se esta temperatura final por 42 min). A identificacdo dos picos dos ésteres
metilicos de &cidos graxos foi feita por comparacéo com os tempos de retencdo observado para 0s
padrBes dos ésteres metilicos de &cidos graxos, obtidos nas mesmas condigdes cromatograficas.
A quantificacdo foi realizada por padronizacdo interna, utilizando-se fator resposta tedrico nos
calculos, seguindo-se o procedimento descrito por Visentainer (2012).

2.10 — Anélises estatisticas — Os resultados obtidos foram submetidos as analises
descritivas e comparativas. Diante da ndo normalidade dos dados, optou-se pelos Modelos
Lineares Generalizados utilizando-se o modelo Lognormal, para verificacdo das diferencas entre
6leos e o0 quantitativo de acidos graxos. Para as comparacdes multiplas, utilizou-se o teste de

Tukey, em nivel de significancia de 5%.

3 — Resultados e discussao

A composicdo lipidica da carcaca de piracatinga apresentou acentuado indice —
16,65+0,60%. Esse dado permite classificar essa espécie como “gorda” ou “muito gorda”
conforme indicacdes de, respectivamente, Stansby e Ackman (SOUZA, 2008).

O rendimento e indices de qualidade (acidez em acido oleico e percentual de acidos
graxos livres; indice de iodo, indice de saponificacdo, indice de refracdo e umidade) nos 6leos
bruto e refinado de carcaca de piracatinga sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Rendimentos e indices de qualidade obtidos em 0leos de carcaca de piracatinga (C.
macropterus).

Rendimento <L . L .
Tipo do 6leo (%) Indices fisico-quimicos de qualidade
de carcaga de Acidez (%) :
piracatinga CLR PC  POB I |s ~ Umidade
AO AGL (%)
Oleo bruto 7,2 1,2 - 1,30 0,66 85,8 1854 2,07
Oleo refinado - - 52,5 0,28 0,14 1396 1769 0,5

Legenda: CLR = relativo ao contetdo lipidico do residuo; PC = relativo ao peso da carcaga
utilizada para extracdo; POB = relativo ao peso do 6leo bruto empregado no inicio do refino;
AO = acidez em acido oleico; AGL = percentual de acidos graxos livres; 1l = indice de iodo; IS
= indice de saponificacdo (em mg KOH/g).
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Considerando o conteudo lipidico disponivel nesses residuos, o rendimento em 0leo
bruto obtido a partir da carcaga de piracatinga C. macropterus foi 7,2%, salientando que o
método de extracdo por cocgdo nas condi¢Bes experimentais dessa pesquisa, apesar de barato e
refletir o método usual adotado nas industrias de farinha de peixe, ndo se mostrou eficiente na
extracdo de dleos. Verificou-se que o rompimento celular ocasionado pelo cozimento, promotor
da liberacdo da fracdo lipidica (MANDARINO; ROESSING, 2001), também acarreta a
desnaturacédo da fracé@o proteica, promovendo o aparecimento de muitos fragmentos. Essa fracédo
proteica fragmentada provavelmente impediu uma separacdo adequada do 6leo liberado ao se
utilizar somente a decantacdo. Recomenda-se a adocdo de centrifugacdo em alta rotatividade
para uma maior eficiéncia na separagao dessas fragdes.

Considerando o rendimento em relacdo ao peso da carcaca, o rendimento obtido foi
bastante inferior aqueles de Andrade (2009) e Segura (2012). Andrade (2009) efetuou a extracao
de bleo a partir da mistura de residuos de cinco tipos de peixes caraciformes amazénicos, obtendo
4,8% como indice de rendimento. Por sua vez, Segura (2012) obteve indices diferenciados a
partir de residuos de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (27,6%), pacu Piaractus
mesopotamicus (42,5%) e curimbata Prochilodus spp. (13,8%) separadamente processados. Nos
dois trabalhos, as visceras foram incluidas como componentes do residuo utilizado, favorecendo
a expressiva diferenca quando comparados ao rendimento em 6leo do residuo utilizado neste
trabalho, exclusivamente carcaca de piracatinga C. macropterus.

Pereira (2010) ao utilizar exclusivamente mistura de carcacas de bagres amazo6nicos
obteve 1,3% de rendimento em o6leo, indice proximo ao obtido nessa pesquisa. Dessa forma
constata-se a importancia da inclusdo de visceras como componente dos residuos a serem
utilizados na extracdo de Oleo bruto de peixe, conferindo-se um interessante aumento do
rendimento.

Quanto ao indice de acidez em percentual de acidos graxos livres (%AGL), os dados
obtidos nessa pesquisa foram bastante inferiores aos obtidos em 6leos brutos de truta arco-iris
(6,06%), pacu (4,92%) e curimbaté (4,12%) analisados por Segura (2012) e ao 6leo bruto obtido
em mistura de residuos de caraciformes (1,73%) por Andrade (2009). No entanto, quando
comparado o indice de %AGL dessa pesquisa aquele obtido por Pereira (2010), cujo valor foi de

0,25%, suscitam-se indicios de que as condi¢Oes experimentais (extracdo termomecanica)
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utilizadas no presente estudo e por Pereira (2010) sdo mais adequadas para a obtencdo de 6leos
de peixe exclusivamente a partir de carcacas.

Os percentuais de AGL obtidos em 6leo bruto nessa pesquisa e por Pereira (2010)
também foram bastante inferiores ao valor indicativo do alto nivel de deterioracdo da mateéria-
prima (iguais ou superiores a 5%), conforme divulgado por Morais (2000), demonstrando 6tima
conservagdo das carcagas provenientes da industria frigorifica pesqueira local. Devido os
critérios higiénicos e de conservacdo aplicados nesses locais, seus residuos sdo matéria-prima de
boa qualidade para a extracdo de 6leo de peixe.

O percentual de acidez em acido oleico (%A0) do 06leo bruto obtido nessa pesquisa
foi bastante inferior ao indice de 5,5% detectado por Crexi (2005) em 6leo extraido da silagem de
residuos (principalmente cabecas) de corvina (Micropogonias furnieri).  Adicionalmente,
aproxima-se da acidez maxima para azeite bruto de oliva (méximo de 1,0% em AO), estabelecida
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2012), Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (2005).

O indice de iodo (Il) é diretamente proporcional e indicativo do grau de insaturacéo
do 6leo analisado. Para Il, os valores obtido nessa pesquisa foram inferiores aos detectados em
6leo bruto de pescados marinhos (Belone belone — 177; Mugil auratus — 184; Trachurus
trachurus — 189 e Alosa fallax — 197, todos em miligramas de iodo por grama de 6leo) (BORAN
et al, 2006).

Conforme Crexi (2005), o Il para os 6leos de sardinha, atum, figado de bacalhau e
figado de cacdo variam entre, respectivamente, 170-193, 160-195, 145-180 e 140-205 mg I/g de
6leo. O 1l do éleo refinado da carcaca de piracatinga somente aproximou-se do quantitativo
minimo observado em 6leo de figado de cacdo. Com base nesse indice, as amostras analisadas
(6leo bruto e refinado) nessa pesquisa parecem nao apresentar expressivo quantitativo de acidos
graxos insaturados, condizente com a constatacdo apresentada na tabela 3.

Por sua vez, o indice de saponificacdo (IS) é inversamente proporcional ao conteudo
de acidos graxos de alto peso molecular na amostra. O IS detectado no dleo bruto das carcagas
de piracatinga foi proximo aquele detectado em Micropogonias furnieri (187 mg KOH/g),
considerado uma fonte favoravel de PUFA (Crexi, 2005). Nessa espécie, o contetdo de acidos
graxos EPA e DHA foi de 52 e 55 mg/g, respectivamente (CREXI, 2005).
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Quando comparado ao 6leo bruto, ocorreu uma diminuicdo do IS no 6leo refinado de
carcaga de piracatinga, presumindo-se assim que o processo de refino efetuou a concentragdo dos
acidos graxos de alto peso molecular presentes na materia-prima, propiciando uma melhoria da
qualidade nutricional do produto, conforme constatada na tabela 3. N&o ha dados sobre 1l e IS
em oOleos brutos de outras espécies amazonicas que permitam alguma comparagdo com a Tabela 1.

Os teores de umidade dos 6leos de peixe obtidos nesse experimento foram 0,5% que
aqueles obtidos por Andrade (2009) e Pereira (2010), respectivamente 0,08% (centrifugacao) e
2,35% (decantacdo). O indice maximo de umidade admitido em OGleos € em torno de 0,3%
(MORAIS, 2000) pois valores maiores favorecem processos hidroliticos danosos ao produto e,
em Oleos brutos, dificultam o refino. Os dados obtidos nessa pesquisa indicam que a decantacao
utilizada para separacdo de 6leo bruto e agua ndo foi adequado. Com fins de reducdo de
umidade, consequente manutencdo da qualidade e aumento da vida util desse produto,
recomenda-se 0 processo de centrifugacéo.

O quantitativo dos principais acidos graxos detectados nos 0Oleos bruto, refinado e
refinado enzimaticamente tratado de carcaca de piracatinga sdo mostrados na Tabela 2. As
amostras de 6leo dessa pesquisa apresentaram alto conteido de &cidos graxos saturados, similar
ao observado na gordura dos demais animais marinhos (ZAMBIAZI, 2003).

Considerando apenas os &cidos graxos saturados, o acido palmitico (16:0) se
apresentou como o0 mais abundante, como usualmente quantificado em peixes de &gua doce
(Inhamuns et al. 2009). Esse dado também é equivalente aos resultados de Wanasundara;
Shahidi (1998) em Brevoortia sp., Sun et al. (2002) em salmdo do Atlantico (Salmo salar)
cultivado e outras compilagdes de Crexi (2005).

Entre os monoinsaturados, os acidos graxos mais prevalentes foram &cido oleico
(18:1m-9) e palmitoleico (16:1). O &cido oleico, apesar de ser um dos acidos insaturados
prevalentes em Gleos de vérias espécies de peixe, como exemplo perca do Nilo Lates niloticus
(MBATIA et al., 2010), ndo é o mais predominante em albacore, cavala e sardinha (CREXI, 2005;
PADILHA; AUGUSTO-RUIZ, 2007). O quantitativo de acido palmitoleico foi similar aos
indices obtidos por Moreira et al. (2001) e Ramos Filho (2007) em piracanjuba Brycon
orbignyanus e superior aos demais peixes de agua doce selvagens cachara Pseudoplatystoma
fasciatum, dourado Salminus maxilosus, pacu Piaractus mesopotamicus, pintado

Pseudoplatystoma coruscans (RAMOS FILHO, 2007), piraputanga Brycon microlepsis e
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Tabela 2 — Quantitativo de &cidos graxos em 0leos de carcaca de piracatinga (C. macropterus).

Acidos graxos (em mg/g, média + desvio padrio)

Oleo de carcaca

de piracatinga saturados monoinsaturados poli-insaturados
(tipo)
o _ _ _ _ _ L 18l 201 182 _ 183 20:3 06
140 150 16:0 17:0 180 200 210 161 o o o 202 a2
Oleo bruto 304 127 2576 133 1014 44 44 589 2591 91 507 43 173 10,8
£18 +06 +46 +04 080 02 02 28 +35 04 +14 04  +04 +0,4
Sleo refinado 278 95 2878 136 1186 37 58 431 2286 131 408 51 114 16,4
£37 +11 %373 £13 155 07 07 82 +425 +10 152 +08  +35 £19
Oteo refinado 237 95 2197 278 107 41 39 467 2574 78 1178 37 239 122
enzimaticamente 409 +04 43 £37 £04 01 +01 #10 16 +02 £22 £03 01 £0,2

tratado

LEGENDA: *Houve co-euicdo completa entre os acidos, utilizando-se o fator de resposta de 20:3w-6 para a quantificacdo (somatdrio de ambos).
NOMENCLATURA DOS ACIDOS GRAXOS: 14:0 (4cido miristico), 15:0 (4cido pentadecanoico), 16:0 (4cido palmitico), 17:0 (4cido
heptadecanoico), 18:0 (&cido estearico), 20:0 (&cido araquidico), 21:0 (acido henecosanoico), 16:1 (acido palmitoleico), 18:1®-9 (&cido oleico),
20:1w-9 (&cido 11-eicosenoico), 18:2w-6 (&cido linoleico), 20:2 (&cido 11,14-cicosadienoico), 18:3w-3(acido a-linolénico), 20:3w-6 (&cido
8,11,14-eicosatrienoico) e 20:4w-6 (4cido 5,8,11,14-eicosatetraenoico).
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matrinxa Brycon amazonicus (MOREIRA et al., 2001).

O quantitativo de &cido linoleico (18:2) detectado nos 6leos de carcaga de piracatinga
apresenta grande diferenca quando comparado aos trabalhos de Inhamuns; Franco (2001),
Moreira et al. (2001), Ramos Filho (2007), Inhamuns; Franco (2008), Oliveira (2008), Almeida et
al. (2009) e Inhamuns et al. (2009).

Cabe ressaltar que nos 6leos extraidos do filé de mapara, peixe amazonico siluriforme
pertinente a mesma familia (Pimelodidae) das amostras utilizadas nessa pesquisa, os acidos EPA
e DHA foram detectados em médias anuais, seca e cheia, de 18,0 e 16,5 mg/g, respectivamente
(INHAMUNS; FRANCO, 2008). Esses quantitativos sdo superiores ao salmao (14,6 e 6,9 mg/g)
e sardinha (4,7 e 5,1 mg/g), EPA e DHA respectivamente, reconhecidos como importantes fontes
de &cidos graxos 6mega-3 (MARTIN et al., 2006; LEE et al., 2008).

O efeito do extrato lipolitico bruto de A. wentii DPUA 1725 sobre o 6leo refinado de
piracatinga pode ser verificado através do perfil de acidos graxos (Tabela 2) e do comparativo das
classes de &cidos presentes nos Oleos (Tabela 3).

Tabela 3 — Quantitativo total por classe de &cidos graxos em dleos de carcaga de piracatinga (C.
macropterus)

Classe de acidos graxos

Oleo de carcaga de piracatinga . poli-
saturados  monoinsaturados

insaturados
Oleo bruto (1) 424 2 397 12 831°
(mg/g) ’ ’ ’
Oleo refinado (2) 466.9" 984 8° 7370
(mg/g) ’ ’ ’
Oleo enzimaticamente tratado (3) 357 & 311 9° 157 &°
(mg/g) ’ ’ ’
Diferenca 1 vs 2
%) +10,1 - 23,5 -11.3
Diferenca 2 vs 3
(%) - 23,4 + 9,5 + 113,8
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Observa-se que o &cido palmitico (16:0), o mais prevalente &cido graxo em OGleo
refinado, teve seu quantitativo reduzido ap6s o tratamento enzimético (Tabela 2). Em contraponto,
o acido oleico (18:1 ®-9) foi menos afetado pelo extrato enzimatico, tornando-se mais prevalente.
O unico éacido graxo que praticamente ndo foi afetado pelo extrato enzimatico foi o
pentadecanoico (15:0).

Considerando o somatorio do quantitativo de cada &cido graxo conforme a classe
(Tabela 1) verificou-se uma predominancia de acidos graxos saturados em relacdo aos acidos
graxos monoinsaturados e poli-insaturados presentes nos 6leos bruto e refinado.

Crexi (2005) obteve aumento de AGI e reducdo de AGS ao aplicar as mesmas
condicBes de refino dessa pesquisa em 6leo de residuos (principalmente cabecas) de corvina
(Micropogonias furneiri). Menegazzo et al. (2014) também obteve incremento de AGPI e
reducdo de AGS ap0s refino do 6leo de tilapia. No entanto, nas amostras dessa pesquisa, 0 refino
aplicado ndo se mostrou eficiente (Tabela 3) devido os resultados contrérios obtidos (reducéo de
AGI e aumento de AGS), provavelmente pela prevaléncia de acidos graxos saturados nas
carcacas de piracatinga. Para que futuros éxitos sejam obtidos, as condicdes de refino devem ser
adaptadas as matérias-primas amazénicas.

Pelo teste de Tukey, os indices médios de acidos graxos apresentaram diferenca
significativa entre dleo bruto vs dleo refinado (p = 0,0199) e Oleo refinado vs Oleo
enzimaticamente tratado (p = 0,0009).

De acordo com Wanasundara; Shahidi (1998), as condi¢cbes amenas da hidrdlise
enzimatica quando comparada as demais formas de concentragdo de ®-3 propiciam a produgdo da
forma acilglicerol, considerada a mais nutricionalmente adequada.

Especificamente para PUFA, Wanasundara; Shahidi (1998) obtiveram um incremento
de 24,6% apos aplicacdo (por 80 horas) de lipase comercial de A. niger (15500 U/g) em dleo
refinado de menhaden (Brevoortia sp.), sem comprometimento do conteddo de EPA e DHA.
Comparado ao incremento de PUFA obtido nessa pesquisa, o indice obtido por Wanasunadara;
Shahidi (1998) foi bastante menor, salientando-se assim a eficiéncia do extrato enzimatico de A.
wentii DPUA 1725 como alternativa para concentracdo de PUFA em 0leos refinados. A auséncia
de EPA e DHA no 6leo utilizado nessa pesquisa ndo permite mais consideracoes.

Pelo teste Friedman, as varidncias das classes de &cidos graxos diferiram

significativamente entre os 6leos (p=0,050).
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Figura 5 — Cromatograma da amostra refinada e do padréo interno do aparelho GC-FID.

indices de AA, EPA e DHA (importantes AGI) ndo foram divulgados nessa pesquisa
devido o contetdo existente (tracos) ndo ter sido detectado pela anélise cromatografica (como

exemplo, figura 5). Um baixo quantitativo de EPA também foi detectado por Moreira et al.

(2001) em matrinxa (Brycon cephalus) cultivado.

4 — Concluséo
Para obtencéo de 6leo bruto a partir de residuos de piracatinga, ndo se recomenda a

exclusdo de visceras, fato que acarretou o baixo rendimento do produto. Os quantitativos de
acidos graxos poli-insaturados presentes no 6leo termomecanico de piracatinga sdo analogos a
maioria das espécies de peixe de agua doce. No entanto, diante da expressiva reducdo dos acidos

graxos saturados e maior incremento no quantitativo de acidos graxos poli-insaturados, foi
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revelado o potencial de aplicagdo industrial do extrato lipolitico de A. wentii DPUA 1725 na
obtencdo de concentrados de AGPI, particularmente a partir de 6leo de peixe.
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6 - CONCLUSOES

Os residuos do processamento industrial de piracatinga (C. macropterus) sdo fontes
de baixo rendimento de 6leo de peixe. O Oleo obtido, mesmo refinado, € nutricionalmente
carente de acidos graxos poli-insaturados importantes, principalmente EPA e DHA, igual a
maioria das espécies de peixes de agua doce.

Em contraponto, constatou-se a potencial aplicabilidade de lipases sintetizadas por A.
wentii DPUA 1725 no melhoramento de 6leo de peixe. Essa cultura associou auséncia de
atividade bioldgica toxica e importante desempenho do respectivo extrato lipolitico na
concentracdo dos acidos graxos poli-insaturados presentes no éleo refinado de piracatinga.
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7 - CONSIDERACOES FINAIS

Sugere-se a possibilidade de uso e valorizacdo de lipases sintetizados por fungos
amazonicos no melhoramento das caracteristicas intrinsecas de Oleos em geral, especialmente
aqueles ricos em &cidos graxos polinsaturados.

Recomenda-se que as lipases obtidas sejam submetidas a purificacdo e posterior
estudo detalhado da cinética enzimatica (como exemplo condi¢bes de fermentacdo, tempo,
concentracdo enzimatica, velocidade de reacdo, especificidade e mecanismo de ac¢do) com fins de
otimizagdo dos processos industriais.

Prop0e-se a aplicacéo e verificacdo do efeito das lipases de A. wentii DPUA 1725 no
Oleo proveniente de espécies de mapard (Hypophthalmus spp.), peixe amazo6nico

reconhecidamente rico em acidos graxos poli-insaturados EPA e DHA.
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