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Apresentacdo da Tese

Esta tese insere-se dentro da rede de pesquisa em Biotecnologia Marinha “Rede
Sao-Mar”, instituida pelo MCTI/CNPq (Processo #408968/2013-3) envolvendo a
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Instituto de Biociéncias do campus do
Litoral Paulista, Sdo Vicente-SP, Instituto de Estudos Avangados do Mar - IEAMar, o
Centro de Aquicultura - CAUNESP e a Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC.
O projeto “Fauna Acompanhante: um Universo Quimico a ser Explorado”, vinculado a
Rede SAO-MAR, tem como objetivos investigar quimicamente as espécies da fauna
acompanhante da pesca do camardo no litoral paulista e avaliar/estudar o potencial das
moléculas encontradas na fauna acompanhante. Em 2018, dentro do projeto, foi
desenvolvido o aplicativo para celular, plataforma Androide, denominado ‘“Fauna
Acompanhante” (Registrado no INPI sob o n°. BR512019001402-2). O objetivo do
aplicativo é possibilitar que pescadores, técnicos e a sociedade em geral conhecam as
principais espécies da fauna acompanhante da pesca de arrasto do camardo. Seu acesso
pode ser feito por meio dos seguintes passos: abra o aplicativo da Google Play Store no
dispositivo Android. Utilize a caixa de pesquisa rapida e coloque as palavras “fauna
acompanhante”. O nome do aplicativo devera ser visualizado, bem como o icone do
mesmo e uma caixa verde com a palavra “Instalar”. Ao clicar em “Instalar”, aparecera
um icone na barra de notificagdes do smartphone Android informando o inicio do
download. Apos ser instalado, o aplicativo podera ser aberto diretamente da barra de
notificagdes ou na gaveta de aplicativos do aparelho. As espécies que sdo capturadas
acidentalmente estdo separadas de acordo com o filo e subfilo. Ao clicar nas espécies é
possivel visualizar informagdes sobre o nome cientifico, a familia a que pertence e a

regido de ocorréncia.

Centro de Aquicultura da UNESP
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Figura 1. Layout do aplicativo Fauna Acompanhante.
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A tematica da presente tese é de interesse mundial e atualmente inimeros paises
utilizam a pesca de arrasto em plataformas continentais, sendo que a agao continuada
desta pesca contribui para a diminuicao da biodiversidade marinha. Assim, a extracéo de

biomoléculas pode ser uma destinacdo sustentavel para o aproveitamento do bycatch,
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possibilitando a diminuicdo da pesca extrativista e gerando renda adicional aos
pescadores por meio da venda tanto dos camardes quanto dos organismos atualmente
rejeitados. Dessa forma, os objetivos principais da presente tese foram investigar a
ocorréncia de biomoléculas antioxidantes em hidrolisados obtidos dos animais da fauna
acompanhante da pesca demersal e testar a hipotese de que a microencapsulacao retém a
atividade antioxidante dos hidrolisados. Foram escolhidos os quatro animais mais
abundantes da fauna acompanhante no litoral de Sdo Paulo: os peixes Paralonchurus
brasilensis (maria luiza) e Micropogonias furnieri (corvina); o siri Callinectes ornatus
(siri azul) e o caranguejo Hepatus pudibundus (siri-bad). Os trabalhos foram realizados
com o apoio do Prof. Dr. José Monserrat, da Universidade Federal do Rio Grande -
FURG, do Prof. Dr. Willian Fernando Zambuzzi, da UNESP campus de Botucatu, e do

Prof. Dr. Adem Gharsallaoui da Universidade de Lyon, na Franca.

Centro de Aquicultura da UNESP
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Resumo

Nos ultimos anos, a fauna acompanhante da pesca camaroeira vem sendo alvo de
estudos por ser um dos fatores do grande impacto ambiental causado pela pesca de arrasto.
Em contrapartida, esse rejeito de pesca pode ter propriedades funcionais e bioativas, como
peptideos antioxidantes, que poderiam agregar valor a esse rejeito e se tornar um produto
de interesse para as inddstrias alimenticias. Assim, 0 presente estudo visou investigar a
atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos obtidos dos animais mais abundantes da
fauna acompanhante e microencapsular esses hidrolisados para agregar valor a este
material normalmente descartado. Os resultados demonstram que a hidrolise enzimatica,
utilizando as enzimas comerciais Alcalase 2.4 L® e Protamex®, é um método eficiente
para liberar peptideos de interesse econdmico nas duas espécies mais abundantes de
peixes (Micropogonias furnieri e Paralonchurus brasilensis) e nas duas mais abundantes
de crustaceos (Callinectes ornatus e Hepatus pudibundus). A hidrdlise liberou peptideos
com atividade antioxidante em todas as amostras analisadas, submetidas as duas enzimas
testadas. A coacervagdo complexa e subsequente microencapsulagdo por spray-drying
mostrou-se eficiente para proteger a atividade antioxidante desses hidrolisados proteicos.
Assim, os resultados fornecem evidéncias para o potencial uso dos hidrolisados das

espécies analisadas como ingrediente funcional ou nutracéutico na inddstria alimenticia.

Palavras-chave: bycatch, hidrolisados proteicos, pesca de arrasto, sustentabilidade.
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Abstract

In recent years, the bycatch of shrimp fishing has been the subject of studies as it
is one of the factors of the great environmental impact caused by trawling. However, this
bycatch can have functional and bioactive properties, such as antioxidant peptides, which
could add value to this reject and become a product of interest to the food industries.
Thus, the present study aimed to investigate the antioxidant activity of protein
hydrolysates obtained from the most abundant animals of the bycatch and to
microencapsulate these hydrolysates to add value to this normally discarded material. The
results demonstrate that enzymatic hydrolysis, using the commercial enzymes Alcalase
2.4 L® and Protamex®, is an efficient method to release peptides of economic interest in
the two most abundant species of fish (Micropogonias furnieri and Paralonchurus
brasilensis) and in the two most abundant crustaceans (Callinectes ornatus and Hepatus
pudibundus). Hydrolysis released peptides with antioxidant activity in all samples
analyzed, submitted to the two enzymes tested. Complex coacervation and subsequent
microencapsulation by spray-drying proved to be efficient to protect the antioxidant
activity of these protein hydrolysates. Thus, the results provide evidence for the potential
use of hydrolysates of the analyzed species as a functional or nutraceutical ingredient in

the food industry.

Keywords: bycatch, protein hydrolysates, trawling, sustainability.
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Introducéo Geral

O Brasil é um dos paises mais ricos em biodiversidade do mundo, porém o uso
adequado dos recursos naturais para gerar beneficios sociais e econdmicos ainda €
incipiente. No inicio da década de 2010, cerca de 3,5 milhdes de pessoas estavam
envolvidas na pesca e aquicultura no pais, o que implica na adogdo de politicas para
exploracdo racional da biodiversidade aquéatica (FAO, 2013). Apesar disso, a pesca tem
sido praticada da mesma maneira que nos paises com baixa diversidade, uma vez que a
forma de captura é rudimentar e de pequena seletividade (Graga-Lopes et al., 2002a, b;
Severino-Rodrigues et al., 2002, 2007; Castilho et al., 2008; Medeiros et al., 2013;
Babcock et al., 2018). A pesca de arrasto demersal causa um enorme impacto ambiental,
pois a baixa seletividade dos petrechos leva ao descarte de grande nimero de organismos
capturados acidentalmente denominados fauna acompanhante ou bycatch (Graga-Lopes
et al., 20023, b; Severino-Rodrigues et al., 2002, 2007; Robert et al., 2007; Garcia et al.,
2016; Orbesen et al., 2017; Varisco et al., 2017; Anjos et al., 2018; Ruibal Nufiez et al.,
2018).

O termo fauna acompanhante pode ser definido como o grupo de organismos
capturados com a espécie-alvo, que ndo sdo comercializados, e sdo devolvidos ao mar ou
rejeitados (Graca-Lopes et al., 2002a, b; Hall, 2000; Severino-Rodrigues et al., 2002,
2007; Fonseca et al., 2005; Kumar & Deepthi, 2006; Orbesen et al., 2017; Varisco et al.,
2017; Gray & Kennelly, 2018; Ruibal NuGfiez et al., 2018). A maioria da fauna
acompanhante é devolvida ao mar morta ou com poucas chances de sobrevivéncia
(Severino-Rodrigues et al., 2002, 2007). Os debates publicos buscando potenciais
solucBes para este problema foram iniciados no inicio da década de 1990 (Conolly, 1986;
Clucas, 1997), devido a captura de golfinhos em redes de atum e tartarugas em redes de

arrasto de camaréo (Castilho et al., 2008; Yang et al., 2015; Serena et al., 2016).
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A pesca do camardo captura enorme quantidade de fauna acompanhante, sendo
provavelmente a que causa maior impacto (Graca-Lopes et al., 2002a, b; Severino-
Rodrigues et al., 2002, 2007; Castilho et al., 2015; Hannah et al., 2015; Yang et al., 2015;
Pajuelo et al., 2018). Isso provoca uma ampla destruicdo da regido bentdnica. No entanto,
deve-se levar em consideracdo 0s aspectos sociais e econdémicos desse tipo de pesca. No
litoral do Estado de Sao Paulo, por exemplo, os aspectos econdmicos da captura de
espécies ndo-alvo ndo estdo associados a perda de valor econdmico, mas sim aos custos
dessas capturas indesejaveis, como o desgaste do barco e a contratacdo de médo-de-obra
para ajudar na triagem dos animais que vem na rede (comunicacdo pessoal com
pescadores do litoral norte do Estado de S&o Paulo). Os aspectos sociais, em
contrapartida, vém da busca constante de solu¢Ges para o bycatch, pois proibir ou
embargar a pesca de arrasto pode acarretar em Ssérios prejuizos aos pescadores, cuja a
principal fonte de renda é o camardo. Assim, o equilibrio entre os impactos ambientais,
sociais e aspectos econdémicos tem sido um desafio constante da pesca de arrasto demersal
ha varias décadas.

Pesquisas sobre a diversidade das espécies da fauna acompanhante (Severino-
Rodrigues et al., 2002, 2007; Robert et al., 2007; Burgess et al., 2018; Pajuelo et al., 2018),
bem como o nimero de individuos capturados (Gracga-Lopes et al., 2002a; Severino-
Rodrigues et al., 2007; Ruibal Nufiez et al., 2018), a manutencdo dos estoques e a
exploracdo com novos petrechos (Graham, 2003; Campos & Fonseca et al., 2004;
Fonseca et al., 2005; Medeiros et al., 2013) vém sendo realizadas. Porém, ainda nao foi
encontrado um destino adequado para o bycatch. Neste contexto, a enorme biodiversidade
encontrada na fauna acompanhante oferece um vasto cenario para a extracao de moléculas
e compostos quimicos que podem ser utilizados para diversos fins (Donia & Hamann,

2003; Chakraborty & Ghosh, 2010).
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A fauna acompanhante pode ser uma fonte de produtos naturais e contém elevado
teor de proteinas, aminoacidos, antioxidantes e outros compostos que podem ser
transformados em produtos com valor de mercado, como alimentos para animais
(Chalamaiah et al., 2012). Para isso, técnicas, como a hidrélise enzimatica, tém sido
desenvolvidas a fim de extrair peptideos de interesse comercial (Chalamaiah et al., 2012;
Halim et al., 2016; Zamora-Sillero et al., 2018a; Altinelataman et al., 2019). Na hidrolise
enzimatica, varias enzimas proteoliticas tém sido usadas para produzir hidrolisados de
proteinas de peixe (Fish Protein Hydrolysates - FPH) a partir de residuos da filetagem,
como a pele, masculo, visceras e outros subprodutos (Kristinsson & Rasco, 2000;
Chalamaiah et al., 2012; Centenaro et al., 2014; Zamora-Sillero et al., 2018a, b;
Altinelataman et al., 2019). As enzimas clivam as ligacGes peptidicas das proteinas
formando peptideos menores, que podem ter funcéo bioldgica, agregando valor a esses
subprodutos, que geralmente sdo descartados (Kristinsson & Rasco, 2000; Chalamaiah et
al., 2012; Zamora-Sillero et al., 2018a, b; Altinelataman et al., 2019). Estudos prévios
demonstraram que os FPH possuem compostos bioativos, nutrientes essenciais e sdo
potenciais fontes de peptideos antioxidantes, sendo que estes peptideos possuem um
grande valor comercial (Kristinsson & Rasco, 2000; Da Frota Jr et al., 2009; Bougatef et
al., 2010; Chalamaiah et al., 2012; Halim et al., 2016; Zamora-Sillero et al., 2018a, b;
Altinelataman et al., 2019).

A extracdo de peptideos com acao antioxidante a partir de animais marinhos é de
interesse comercial. Essas substancias inibem o estresse oxidativo causado pelo excesso
de espécies reativas de oxigénio (ERO), produzidas pelos organismos aerdbicos (Guedes
etal., 2013; Perdicaris et al., 2013; Shebis et al., 2013). A formacéo de ERO ocorre devido
aos processos bioquimicos do préprio organismo, como a fosforilagdo oxidativa, porém

0 excesso de ERO pode comprometer a fisiologia e as defesas imunoldgicas dos
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organismos (Hemes-Lima, 2004; Soto-Otero et al., 2008). Diante disso, as substancias
antioxidantes podem ser acrescentadas na formulacdo de remédios ou aplicadas como
nutracéuticos na alimentacao de espécies com interesse para a aquicultura marinha ou de
agua doce (Rangel et al., 2001; Binsan et al., 2008; Da Frota Jr et al., 2009), pois a
ingestdo de uma dieta rica em antioxidantes pode melhorar a resposta de um organismo
ao estresse oxidativo, auxiliando de maneira mais eficiente o funcionamento do
metabolismo (Krinsky, 1989; Arnao et al., 2001; Binsan et al., 2008; Soto-Otero et al.,
2008; Carocho & Ferreira, 2013). Apesar das inUmeras vantagens dos antioxidantes, estes
e outros compostos bioativos, como as proteinas, sdo biopolimeros susceptiveis aos
efeitos das condicdes do meio (Zamora-Sillero et al., 2018a). Dessa forma, para usar esses
compostos na industria alimenticia é necessario utilizar processos que protejam as suas
propriedades bioativas e evitem perdas nutricionais (Zamora-Sillero et al., 2018a).
Processos como a microencapsulacdo permitiram a ampliacdo do uso desses compostos
na industria de alimentos, farmacéutica e quimica (Gharsallaoui et al., 2007).

A microencapsulacdo é uma técnica que forma microcapsulas por meio do
recobrimento de uma substancia de interesse por um material que a isole total ou
parcialmente do ambiente (Gharsallaoui et al., 2007). A microencapsulacdo tem por
objetivo proteger um composto e modular a sua liberacdo (Gharsallaoui et al., 2007). Os
processos de microencapsulacdo sdo aplicados na protegdo de substancias sensiveis a
temperatura, oxirredugdo, microrganismos entre outras acdes indesejaveis (Gharsallaoui
et al., 2007). A formacdo das microcdpsulas ocorre por métodos fisicos (spray-drying,
extrusdo, co-cristalizacdo), quimicos (polimerizagdo interfacial, inclusdo molecular) e
fisico-quimicos (coacervacdo simples ou complexa) (Gharsallaoui et al., 2007). Entre
estas metodologias, a coacervacdo complexa possui vantagens pela sua elevada eficiéncia

de encapsulacdo (acima de 99%), facilidade de liberacdo controlada de seu conteudo e
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pelas condi¢Oes brandas de temperatura no processamento (Gharsallaoui et al., 2007,
Amara et al., 2017; Wang et al., 2019). Esta método envolve a combinacdo de duas
dispersdes hidrocoldides de cargas opostas, por meio de interacéo eletrostatica, resultando
na formacdo de microcapsulas (Gharsallaoui et al., 2007; Gharsallaoui et al., 2012). A
finalidade da coacervacao complexa é melhorar a estabilidade e estrutura dos polimeros
complexos (Amara et al., 2017; Wang et al., 2019). Outro método amplamente utilizado
é o spray-drying, devido ao baixo custo e facilidade de obtencdo dos equipamentos
necessarios para a encapsulacao (Gharsallaoui et al., 2007; Gharsallaoui et al., 2012). O
processo de spray-drying seca um material fluido formando particulas secas (pd) pela
aspersdo desse fluido em um meio de secagem aquecido (Gharsallaoui et al., 2007;
Gharsallaoui et al., 2012). A producdo de microcapsulas associando diferentes processos
é usualmente empregada para aumentar a estabilidade e melhorar a aplicabilidade dos
compostos (Gharsallaoui et al., 2007; Gharsallaoui et al., 2012). Microcapsulas formadas
por processos de coacervacao e inclusdo molecular podem ser desidratadas por spray-
drying, visando melhorar as propriedades das mesmas (Gharsallaoui et al., 2007;
Gharsallaoui et al., 2012). Assim, 0s processos de microencapsulacdo podem ser uma
solucdo para proteger compostos bioativos, como os antioxidantes (Gharsallaoui et al.,
2012).

O principal fator limitante para uso de moléculas biologicamente ativas extraida
dos organismos que compdem a biodiversidade é a necessidade de grande quantidade de
material. O rejeito da pesca é uma fonte abundante de matéria prima que pode atender as
necessidades de escala da industria. Os organismos presentes no rejeito podem ser ricos
em peptideos antioxidantes. A hidrélise enzimética poderia garantir uma extragdo
sustentavel destas biomoléculas, e oferecer um destino economicamente viavel para parte

das espécies da fauna acompanhante. Dessa forma, iniciou-se a busca de moléculas com
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atividade bioldgica nas quatro espécies mais abundantes na pesca do camardo em S&o
Paulo, sendo duas de peixes (Micropogonias furnieri e Paralonchurus brasilensis) e duas
de crustaceos (Callinectes ornatus e Hepatus pudibundus). Portanto, a presente tese visa
estudar a producéo de hidrolisados proteicos a partir dessas espécies, a bioprospeccgéo de
peptideos com capacidade antioxidante nesses hidrolisados e a microencapsulacdo dos
hidrolisados. As informacdes obtidas irdo fornecer subsidios para gerar tecnologia para
agregar valor a esses animais que sdo descartados. O presente estudo esta dividido em
quatro capitulos: no primeiro realizou-se uma revisdo bibliografica sobre a fauna
acompanhante e a pesca de arrasto no Brasil; no segundo avaliou-se a capacidade
antioxidante e a viabilidade bioldgica dos hidrolisados proteicos obtidos dos animais mais
abundantes da fauna acompanhante; no terceiro e no quarto investigou-se o efeito da
complexacdo e da microencapsulacdo na atividade antioxidante dos hidrolisados

proteicos.
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Consideracoes finais

A pesca de arrasto é uma atividade de grande importancia socio-econdémica para
0 pais. O equilibrio entre os aspectos econdmicos, sociais e ambientais € essencial para
solucionar os problemas que ainda existem neste tipo de pesca. Estratégias de
gerenciamento mais eficientes, introducdo de novas tecnologias e destinagdo
economicamente viavel aos animais que sdo capturados acidentalmente sdo acgdes
necessarias para tornar o arrasto de fundo uma atividade sustentavel. Neste aspecto, o0s
resultados do presente estudo visaram contribuir para agregar valor ao rejeito da pesca e
aproveita-lo de maneira adequada. Os resultados demonstram que a hidrélise enzimatica,
utilizando as enzimas comerciais Alcalase 2.4 L® e Protamex®, é um método eficiente
para liberar peptideos de interesse econdmico nas duas espécies mais abundantes de
peixes (Micropogonias furnieri e Paralonchurus brasilensis) e nas duas mais abundantes
de crustaceos (Callinectes ornatus e Hepatus pudibundus), podendo agregar valor ao
bycatch. A hidrdlise liberou peptideos com atividade antioxidante em todas as amostras
analisadas, submetidas as duas enzimas testadas. A coacervacdo complexa e subsequente
microencapsulacdo por spray-drying mostrou-se eficiente para proteger a atividade
antioxidante desses hidrolisados proteicos. Assim, os resultados fornecem evidéncias
para o potencial uso dos hidrolisados das espécies analisadas como ingrediente funcional
ou nutracéutico na industria alimenticia, o que poderia garantir uma extragdo sustentavel
destes antioxidantes e oferecer um destino economicamente viavel para a maior fracéo da
fauna acompanhante. Por outro lado, esses resultados abrem uma perspectiva para novos
estudos a fim de verificar a existéncia de outras fungdes bioldgicas nos extratos das quatro

espeécies estudadas e em outras especies presentes na fauna acompanhante.
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