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Ha uma idade em que se ensina o que se sabe; mas surge
ern seguida uma outra em que se ensina o que se nio sabe:
a 1880 se chama procurar. Chega agora, talvez, a idade de
uma outra experiéncia: a de desaprender, de deixar ger-
minar a mudanca imprevisivel gue o esquecimento impde
& sedimentacio dos saberes, das culturas, das crencas que
atravessamos. Essa experiéncia tem, ¢reio eu, um nome
ilustre e fora de moda que ousarei agui arrebatar, sem
complexos, & prépria encruzilhada de sua ethmologia: Se-
pientig: nenhum poder, um pouco de seber, um pouco de
sabedoria e o mdximo de sabor possivel.

Roland Barthes
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo obter algumas informagdes
sobre a composigdo centesimal e de nutrientes e caracterizacio das proteinas
do filé do pacu {Colossoma mitrei, Berg 1895) visando uma ampliacio dos
conhecimentos desta espécie que vem sendo bastante visada pela piscicultura
brasileira.

A composicao centesimal obtida de 6 amostras obtidas em diferentes
épocas no Centro de Pesquisa e Treinamento em Aqiticultura de Pirassununga
{SP) e em frigorificos comerciais de Campinas (SP) foi a seguinte: umidade,
67,7 + 0,9; proteinas, 13,0 £ 0,3; lipidios totais, 17,2 + 0,6 e cinzas, 1,3 + 0,1,

Féstoro, potdssio e calcio foram os minerais predominantes com
121,5; 1184 e 55,2 mg/100g de filé.

Por cromatografia gasosa foram encontrados como principais acidos
graxos da fragdo lipidica os acidos oléico (42,85%), palmitico (22,68%), k-
noléico (10,30%), palmitoléico (8,95%), estedrico (8,15%), miristico {2,72%)
e linolénico {1,76%).

A composigio em aminoacidos determinada por cromatografia de
troca idnica destaca o pacu como boa fonte de histidina {2,24g/16gN}, -
sina (10,05g/16gN}, leucina (8,75g/16gN}, isoleucina (4,25g/16gN), treonina
(3,82g/16gN}, fenilalanina (4,29g/16gN) e metionina {2,79g/16gN}.

A extracho das proteinas do filé com uma solugdo de NaCl 5% e
pH 7.2 foi de 92,0% da proteina total, sendo que, desta fragio, 64,3% era cons-
tituida por proteinas miofibrilares e 25,0% por proteinas sarcoplasmaticas,
em relacidc a proteina total.

A digestibilidade in vifro da proteina determinada pela incubagio
segliencial com pepsina e pancreatina forneceu um valor de 84,3%.

A eletroforese simples das proteinas sarcoplasmiticas em gel de poli-
acrilamida revelou 6 bandas e a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
SDS (dodecil sulfato de sédio), 8 bandas cujos pesos moleculares encontram-
se entre 4 e 150 Kd.

A avaliacdo nutricional fol feita em farinha de misculo integral e
desengordurado de pacu, utilizando-se ratos em crescimento de linhagem
Wistar. Esta avaliacdo fol realizada através da determinagio do PER e do
balango de nitrogénio. Os valores enconirados para a farinha integral foram:
PER, 2,94; digestibilidade aparente da proteina, 90,0%; valor biologico {VB),
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82,8% e utilizacido ligiida da protefna {(NPU), 74,6%. Para a farinha desen-
gordurada: PER, 3,00; digestibilidade aparenie, 84,3%; VB, 82,5% e NPU,
69,5%.

A partir destes resultados concluin-se que o pacu pode ser consi-
derado como um alimento proté€ico e energético, n&o constituindo uma boa
fonte de nunerais.

Sua fracio lipidica apresenta os dcidos oléice, palmitico e linoléico
como os acidos graxos de maior concentragao, sendo que a proporcio entre
teores de dcidos graxos insaturados e saturados é de 1,9. Tal perfil enquadra-
se no que € caracteristico dos peixes de agua doce.

Quanto a fracfo protéica, o pacu revela-se uma boa fonte de ami-
noacidos essencials, particularmente de lisina e metionina. A partir de ex-
perimentos bioldgicos constatou-se que, considerando o nivel de significincia
de 5%, os quocientes de eficiéncia protéica (PER) calculados para ragoes i
base de farinha de filé integral e farinha de filé desengordurado nio dife-
riram daqueles calculados para a caseina. Comparativamente a caseina, a
farinba de filé integral apresentou valor bioldgico inferior, sendo gue os de-
mais indices baseados no balango de nitrogénio (digestibilidade aparente ¢
utilizagio ligliida da proteina} n&o mostraram diferenca significativa. A fari-
nha de filé desengordurado apresentou valores inferiores aos da casefna para
todos os indices baseados no balango de nitrogénio.
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Summary

The present work was undertaken with the aim of obtaining some
information about pacu (Colossoma mitrei, Berg 1895) in terms of its che-
mical composition, protein characterization and nutritional evaluation. This
fish is visualized as a very interesting species in Brazilian aquaculture pro-
gramns.

The proximate composition of the edible portion of pacu, based on
6 samples collected at different periods from the Pirassununga Fish Culture
Research Station (SP) and from a local fish wholesale distributor was: mois-
ture, 87.7 £ 0.9; protein, 13.0 & 0.3; lipids, 17.2 4+ 0.6 and ash, 1.3 £ 0.1.

Phosphorus, potassium and calcium averaging 121.5, 1184 and
55.2 mg/100g filet were the predominant mineral components.

Fatty acids were detected by gas chromatography of which the prin-
cipal components were oleic {42.85%), palmitic (22.68%), linoleic (10.30%),
palmitoleic (8.95%), stearic {8.15%), miristic (2.72%) and linolenic (1.76%).

The aminoacid composition determined by ion exchange chroma-
tography revealed that pacu is a good source of histidine {2.24g/16gN), ly-
sine (10.05g/16¢N}, leucine {8.75g/16gN}, isoleucine {4.25g/16gN}, threonine
(3.82g/16gN}, phenylalanine {4.29g/16gN)} and methionine (2.79g/16gN).

The extraction and fractionation of the proteins of the edible por-
tion with a B% NaCl solution allowed the extraction of 92.0% soluble protein,
From this portion myofibrillar fraction and sarcoplasmatic fraction accounted
for 64.3% and 25.0%, respectively, in relation to the total muscle protein.

In wvitro digestibility of the muscle proteins was determined by hy-
drolysis with pepsin and pancreatin and was found to be 84.3%.

The electrophoresis of the sarcoplasmatic proteins of the muscle in
polyacrylamide gel and the electrophoresis with SDS showed patterns of &
bands with molecular weights estimated in the range of 4 to 15 Kd.

The protein nutritive value was determined by PER and nitrogen
balance using rat assays. The rats were fed ad libitum and the diets were
prepared to contain 10% protein of the {reeze-dried edible portion of the fish
tn its integral form and defatted. The integral flour gave the following results:
PER, 2.94; apparent protein digestibility {AD}, 90.0%; biological value (BV},
82.8% and net protein utilization (NPU}, 74.6%. For defatted flour, results of
the same determinations were: 3.00; 84.3%; 82.5% and 69.5%, respectively.



From these results we are able to conclude that pacu can be con-
sidered as a protein and energy rich food and relatively poor as a source of
minerals.

The lipid fraction presents as main components oleic, palmitic and
linoleic acids. The ratio of insaturated to saturated fatty acids is 1.9. This
pattern is characteristic of fresh water fish.

The protein fraction was high in Iysine and methionine. Rat assays
showed that (comsidering a significance level of 5%) the PER values were
not different {or diets prepared with casein, integral flour and defatted fiour
obtained from the freeze-dried edible portion of the fish. When compared
to casein, integral flour showed lower biological value, but apparent protein
digestibility and net protein utilization were not significantly different. For
these deferminations defatted flour presented lower values compared to ca-
sein.
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1 Introducgao

A utilizacdo do pescado pelo homem data da pré-histéria e, desde
entao, sua preservacao fol um desafio. A secagem e a defumagio, originadas
nesse periodo, foram desenvolvidas com o decorrer do tempo nas grandes
civilizagOes surgidas ao longo de grandes rios, como no Egito ¢ na Meso-
potamia. Na Grécia Antiga estabeleceu-se o comércio de peixes salgados,
secos ¢ curados e a prética da evisceragdo, Em Roma, o uso de neve e gelo
para a conservacao }a era difundido,

Na era moderna, os esforgos foram concentrados no seantido de man-
ter o pescado fresco entre a captura e o consumo. O enlatamento surgiu como
alternativa por volta de 1810. Em nosso século, a partir da base empirica
existente, estudos cientificos de problemas bacteriologicos, técnicas de pre-
servagao, criagao infensiva e aproveitamento tecnologico de pescados vém
sendo efetuados. Observa-se, no entanto, a necessidade de estudos mais de-
talhados a respeito do valor nutritivo de vérias espécies, bem como no sentido
de preservar ao maximo a qualidade nutricional e sensorial.

A participacdo do pescado como fonie de proteina na dieta de se-
res humanos assume grande importancia devido a sua boa qualidade {Guha,
1962; Mayer, 1962} e viabilidade econémica. Ainda assim, tende-se a consi-
dera-lo apenas um substituto da carne, o que se reflete até mesmo em rituais
religiosos judaicos e cristdos gue permitem o consumo do pescado em ocastdes
emn que a carne € proibida.

No pés-guerra, varias nagdes tentaram contrabalancar suas limita-
¢Oes agricolas com a pesca ocednica. Em funcao disso, o antigo conceito de
que 08 mares representavam um potencial inesgotavel foi ultrapassado pela
reabdade de um limite ja atingido ou, como afirmam mmnitos, ultrapassado
{Costa, 1978). Nas aguas doces concentranm-se os planos mals importan-
tes para um aumento substancial na producio de pescado, visto serem mais
acessivels a um controle humano e o seu potencial estar longe de ser al-
cangado,

Segundo a FAQ (1968), uma das maiores limitagdes para o aumento
de producao de peixes de agua doce tem sido a falta de reconhecimento de
sua importancia, que vem aumentando com o desenvolvimento da piscicul-
tura, Desenvolvida ha dois mil anos a partir do oriente e em regides de alta
densidade demografica, a criagio de peixes enconira-se integrada, em mui-



tos paises da Asia e Europa oriental, a sisternas de producéo agricola e de
pecuaria.

Ternos no Brasil um consumo médio de produtos de origem animal
de 26 kg per capita/anoc, que, comparado ao consumo de 48,4 kg considerado
desejavel pela Organizagio Mundial da Satde (Alzuguir, 1981} representa
um deficit consideravel. O pescado ndo aparece entre os alimentos que mais
contribuem para o fornecimento de proteina para a populacio brasileira os
quais sdo representados em 70% pelo feijao, carne bovina e arroz (Sgarbieri,
1987).

Nossa producgio e consumo de pescado estidc pautados sobretudo
em recursos marinhos e em menor escala, na exploracéo artesanal das bacias
hidrograficas. A importincia da agiiicultura brasileira ainda é relativamente
pequena assim como a da Ameérica Latina cuja producio contribul com ape-
nas 0,87% da producio mundial de 8,7 milhées de toneladas {Saint-Paul,
1986).

Entre os peixes mais estudados para utilizagio em piscicultura estao
os do género Colossome (Saint-Paul, 1986). Tal género, inserido na ordem
Cypriniforme, sub-ordem Characotdei, familia Characide, sublamilia My-
leine, € constituido por peixes de grande porte e rapido crescimento com
caracteristicas de rusticidade e habito alimentar que fizeram-nas objeto de
atencio de biologistas de pesca na América Latina (Barbosa, 1986).

No Brasil, 3 destas espécies deste género sao utilizadas em pisci-
cultura: o tambaqui (Celossoma macropomum) e a pirapitinga ( Colossoma
brachypomum), origindtios da Bacia Amazonica e o pacu { Colessoma mitrei),
origindrio da Bacia do Parana-Urugual. Tais espécies vém sendo estudadas
pelo CEPTA {Centro de Pesquisa e Treinamento em Aquicultura} através
do Projeto Aqiicultura/Brasil firmado entre os governos do Brasil e Ca-
nada, tendo como drgaos executores a SUDEPE e o Centro Internacional de
Investigacdo para o Desenvolvimento. As pesquisas se concentraram até o
momento em estudos de reproducdo e larvicultura, nutricio e alimentacio,
sistemmas de culivo, ictiopatologia e acompanhamento limnoldgico com obje-
tivo de contribuir para o desenvolvimento tecnologico do cultivo das espécies
do género Celessoma.

Do ponto de vista da comercializacdo, o pacu atinge quantidades de
18 toneladas por ano em Cuiaba. A espécie vermn sendo cultivada em vérias
estacdes experimentais e propriedades rurais e grande nimero de trabalhos
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vern sendo publicado sobre as condigbes de cultivo e reprodugac (Ferraz de
Lima et ali, 1988; Mendonca et alii, 1988; Paiva et alii, 1985; Torloni et
alil, 1984; Castagnoli e Donaldson, 1981 entre muitos outros). Além disso, a
viabilidade econdmica do cultivo intensivo dessa espécie, bem ¢omo a com-
paragao entre o valor comercial do pacu capturado e cultivado vém sendo
estudadas {Chabalin et alii, 1988a,b}. Evidencia-se assim, a importancia
dessa espécle no mercado brasileiro e no desenvolvimento da piscicultura,

Considerando que poucas pesquisas de cardter bioguimico e ava-
liacdo nutricional foram realizadas com peixes de dgua doce do Brasil e no-
tadamente com o pacu, este trabalho objetivou o levantamento de dados de
composigio e caracterizagdo fisico-quimica e nutricional das protefnas do filé
desta espécie. Especificamente, foram realizados os seguintes estudos com o
filé do pacw:

a. determinaclo da composicdo centesimal,

b. determinagao da composigio em minerais,

c. determinag¢do da composi¢io em acidos graxos,
d. determinacdo da composi¢do em arminoacidos,
e. extracdo e {racionamento das proteinas,

f. determinagio da digestibilidade in vitro,

g. eletroforese das proteinas sarcoplasmaticas,

h. experimentos biolégicos, para avaliacio da qualidade protéica.



2 Revisao da Literatura

2.1 Aspectos gerais do pacu

0 pacu € um peixe que pertence a ordem Cypriniforme, subordem
Characoidei, familia Myleine, género Colossoma e espécie Colossoma mitrei,
¥oi classificado por Berg em 1895.

¥ importante mencionar também a classificacio de Piaractus me-
sopotamicus dada por Holmberg, 1887, ao pacu, discutida por Géry (1986)
ern seu artigo sobre a sistemadtica dos géneros Colossoma e Piaractus e atu-
almente adotada em muitos trabathos.

O pacu encontra-se distribuido pelos rios que compdem a Bacia do
Prata. E uma espécie de desova total, com reproducao ocorrendo no perfodo
em que as aguas dos rios apresentam maior volume. Realiza movimento
migratério reprodutivo no sentido das cabeceiras dos rios, movimento este
denominado piracema. Apresenta alta prolificidade. Em cativeiro sé se re-
produz através de inducdo hormonal. A primeira maturacio sexual ocorre
por volta do quarto ano de idade.

Trata-se de uma espécie de boas caracteristicas culindrias, apreci-
ada por sua carne firme, de bom sabor, contando com elevada importancia
na pesca comercial em suas regides de origem onde é capturado por redes,
tarrafas e anzol. Sua captura apresenta sazonalidade, geralmente incidindo
no segundo trimestre do ano o perfodo de maior captura.

O pacu apresenta denticio robusta especializada para fragmentar
e trifurar alimentos, principalmente frutos, sementes, fothas de vegetacio e
restos de peixes, sendo tais habitos alimentares propicios para utilizacio em
piscicuttura (Silva, 1987).

A literatura disponivel sobre o pacu tem se concentrado em estudos
sobre seu ciclo reprodutive, reprodugio induzida e condicdes de cultivo in-
tensivo. Enire muitos destes trabalhos, pode-se mencionar os de Castagnoli
e Donaldson (1981), Romagosa et alii (1985) e toda a série realizada pelo
Centro de Pesquisa ¢ Treinamento em Agiicultura {Pirassununga ~ SP) re-
latada na sintese de trabalhos realizados com espécies do género Colossoma
de margo/82 a abril/86 publicada por este centro. Além disso, hd estudos
citogenéticos {Almeida Toledo ef alii, 1987} e de analise econémica de cultivo
intensivo {Chabalin et alii, 1988a,b).



Finalmente ¢ vilido mencionar que, sendo muito visado pela pesca e
com a diminuicdo dos habitats propicios para sua alimentacio e reproducéo, o
pacu tem recebido atengdo de pesquisadores preocupados com a preservagio
dessa espécie, bem como de outras espécies do Pantanal (Silva, 1987). A
construgdo de represas hidrelétricas vem determinando a escassez da pesca
do pacu provavelmente devido & interferéncia no seu comportamento mi-
gratorio (Torloni et alii, 1984). Assim, sua criaciio intensiva bem como o
repovoamento dos rios e reservatdrios tém recebido atencio no sentido de se
colaborar para a adocdo de uma politica conservacionista.

2.2 Composigao quimica
2.2.1 Composigao centesimal

O musculo ou filé representa a principal parte comestivel do pes-
cado e consiste de musculos corporais, além de tecidos conectivo e adiposo e
pequenos 0ssos infermusculares (Zaitsev et alii, 1969). Constitui, em geral,
a metade do peso total do pescado.

A composicao centesimal do misculo do pescado varia com a espécie,
entre peixes da mesma espécie e entre as diferentes partes do peixe (Stansby,
1962). As causas desta variabilidade sio fun¢io da idade, sexo, habitat, época
do ano (Zaitsev et alii, 1969}, alimentacdo, mobilidade do peixe (Stansby,
1962}, além de outras causas nao determinadas (Jacquot, 1961). Esta vari-
abilidade torna dificil determinar a composicio média do misculo de uma
determinada espécie. No entanto, para fins comerciais, com uma, certa padro-
nizacio de idade e tamanho e capturas realizadas em épocas e locais definidos,
pode-se estabelecer valores médios com precisio suficiente para fins praticos
(Zaitsev et alii, 1969). Segundo Jacquot (1961), em geral, o teor de gordura
aumenta com a idade. (uanto ao sexo, devido a presenca de gonadas, pode
haver diferengas pelo fato do sémen dos machos apresentar mais proteinas do
que as ovas das fémeas, 0 que naoc exerce, em relagio 4 carne, influéneia signi-
ficativa. (Quanto a época do ano, o teor de minerais e proteinas se apresenta
constante, ao passo gue a gordura apresenta variacio ciclica com menores te-
ores durante a fase anterior & desova. O teor de umidade mantém geralmente
uma relagdo inversa com o teor de gordura. O habitat exercerd influéncia em
fun¢do da disponibilidade de alimentos.



Segundo Zaitsev et alii (1969), o teor de umidade varia de 53 a 81%,
proteina de 5 a 22%, lipidios de 0,3 a 30% e cinzas de 1.0 a 1,5%. Observa
também que, como os pescados apresentam, em sua maloria, um teor cons-
tante e alto de proteina (15 a 20%), sdo considerados fundamentalmente um
alimento protéico. Jacquot {1961) estabelece teores de umidade que variam
de 66 a 84%, proteina de 15 a 24%, lipidios de 0,1 a 22% e substincias mine-
rais de 0,8 & 2%. Lembra que a composicio geral de pescados ¢ relativamente
préxima & de animais terrestres. Ainda segundo o mesmo autor, os peixes
contém quantidades minimas de aciicar.

Stansby (1962) elaborou uma classificagio arbitraria de peixes se-
gundo og seguinies critérios:

» Categoria A: baixo teor de gordura (< 5%) e alto teor protéico
(15 — 20%).

e Categoria B: médio teor de gordura {5 — 15%) e alto teor
protéico {15 — 20%).

Categoria C: alto teor de gordura (> 15%) e baixo teor protéico
(< 15%).

Categoria D: baixo teor de gordura (< 5%) e muito alte teor
protéico (> 20%;).
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Categoria E: baixo teor de gordura {< 5%) e baixo teor protéico
(< 15%).

Segundo Stansby (1962), as categorias A ¢ B abrangem a maioria
das espécies, sendo que algumas delas mudam de categoria ao longo do ano,
como € o caso do salmio e da carpa.

Um grande nimero de trabalhos realizados no exterior sobre a com-
posicio de peixes de agua doce pode ser encontrade na literatura. Kinsella et
alii (1977a) estudaram virias espécies de Agua doce no esforco de examinar
o seu potencial como fonte de nutrientes.

Thurston et alii (1959) pesquisaram a composicio centesimal de
21 espécies de lagos e rios norte-americanos encontrando grandes variagbes
entre os teores de umidade, proteina, lipidios e cinzas entre as diferentes
espécies e entre individuos da mesma espécie. Outras espécies encontradas



também nos Estados Unidos foram estudadas por Mustafa e Medeiros (1985)
¢ Kinsella et alli (1977a). Afolabi et alij (19842} pesquisaram 5 espécies
nigerianas. Khalil et alii (1980) realizaram estudos com o “bolti fish” { Tilapia
nilotica} uma espécie importante na economia do Egito; Moorjani et ali
(1962) pesquisaram 3 espécies da India; Ramachandran Nair e Gopakumar
(1981) levantaram dados sobre a Tilapia mossambica também da Indis.

Sobre a composigio centesimal de peixes de agua doce do Brasil, al-
gumas referéncias foram encontradas. Camargo et alii (1973) determinaram
as caracteristicas dos extratos etéreos das seguintes espécies: piava, dourado,
mandiuva, curimbata e piapara, cujos teores médios de gordura foram res-
pectivamente 11,22%, 6.49%, 14,88%, 2.79% e 6,18%. Uma relacdo inversa
entre umidade e lipidios fol constatada.

Maia et alii (1983) obtiveram teores médios de 76,5% de umidade,
20,41% de proteina, 2,3% de lipidios e 1,3% de cinzas para o curimbata.

Moraes et alii {1984) estudaram a correlacio entre a composicio
quimica e alguns parametros biolégicos do saguiru, bem como a sua variacao
mensal, Constataram relagio inversa entre os teores de umidade (em meédia
78,04%) e de lipidios (em média 3,03%), nio havendo relagio entre o teor de
umidade e proteina bruta (17,66%). Enquadraram a espécie na categoria A
estabelecida por Stansby. O teor de cinzas médio foi de 1,27%.

Estudando aspectos nutritivos de alguns peixes da Amazdnia, Ro-
cha et alii (1982) determinaram os contetidos de umidade, cinzas, proteina
e gordura. As espécies pesquisadas foram: aracu, pacu, jaraqui, sardinha,
branquinha, curimati, matrincha, tambaqui, pescada, pirarucu e tucunaré.
O pacu citado no trabatho é classificado come Mylossoma spp e provavel-
mente nao se trata do Colossema mitrei origindrio do Pantanal. Trata-se de
um peixe gordo com 8,0% de gordura, 71,5% de umidade, 18,3% de proteina
e 2,2% de cinzas. Para as demais espécies o teor de gordura variou entre
1,3% e 15,5%; umidade entre 62,5% e 77,5%; proteina entre 21,0% e 18,3%;
cinzas entre 1,0% e 2,2%. Concluiu-se que os peixes herbivoros e /ou onivoros
apresentam maior teor de gordura que os peixes carnfvoros.

Rios (apud Maia, 1980) determinou a composi¢io centesimal do
jundid, pintado, tambicu, trafra, acard e carpa, obtendo valores de 61,78 a
80,82% para a umidade, 14,77 2 19.60% para a proteina, 0,81 a 22,61% para
a gordura ¢ 0,87 a 1,31% para cinzas. Os valores encontrados para § espécies
do ric Mogi Guagu por Lessi {1968) apresentaram faixas de 63,69% a T7,66%
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de umidade, 18,12 a 22,37% de protefna, 1,37 a 16,79% de gordura e 1,39 a
3.25% de cinzas.

Informagoes concernentes 4 composicio centesimal e 3 presenca de
outros nutrientes sdo consideradas relativamente escassas na literatura {Kin-
sella et alii, 1977a) apesar da sua importincia para melhor aproveitamento
das espécies, para pesquisas ecoldgicas e desenvolvimento da aqiiicultura,

2.2.2 Composicido em minerais

Zaitsev et alii (1969) apontam como os principais constituintes mi-
nerais do filé de pescado o {ésforo, calcio, potassio, sddio, magnésio e cloro.
Observam também que o teor de minerais no tecido muscular do peixe é
afetado pela composicio e concentragio de sais na agua. Assim, o musculo
de peixes marinhos tem uma maior concentragao de sais que o dos peixes de
agua doce. Além disso, este contém menores quantidades de cloro e prati-
camente nenhum iodo e bromo. A maior parte do fésforo e cdlcio ests nos
ossos na forma de fosfato de cdicio. Parte do magnésio também encontra-se
nos ossos. No muscule, o fésforo ocorre principalmente na forma de fos-
fatideos, fosfoproteinas, nucleotideos, creatina fosfato e outros compostos.
Sodio, potassio, cdlcio, magnésio e clore ocorrem como sais solivels no sar-
coplasma das células musculares, no liqitido mtercelular, sangue e plasma.

Pesquisando alteragdes na composicio de minerais do “catfish”
(Ictalurus punctatus) motivadas pela época do ano, pelo cozimento e fritura,
Mustafa e Medeiros (1985) concluiram que os niveis de potassio, fosforo,
magnesio e ferro apresentaram diferencas significativas.

Em seu traballio com 11 espécies da Amazdnia, Rocha et alii {1982)
encontraram teores de zinco entre 0,3 e 1,2 mg/100g de filé. Considerando o
papel importante do peixe na alimentacio amazonense e uma pesquisa que
acusava a ingestao de zinco como a mais baixa entre os nutrientes consumidos
pela popualagdo de Manaus, os aatores determinaram o teor de zinco das
espécies mais consumidas pela populacio.

2.2.3 Composigio em 4cidos graxos

Com a crescente importancia da agiticultura, uma quantidade con-
siderdvel de pesquisas vém sendo realizadas sobre o metabolismo de lipidios



de peixes de 4dgua doce relacionando-o com sen crescimento nas condigdes
de cultivo (Henderson e Tocher, 1987). Ao lado destes estudos, trabalhos
fazendo comparaces entre composigdo de dcidos graxos de peixes de agua
doce e peixes marinhos mostram que o estudo dos acidos graxos de pescada
vem recebendo considerdvel atencio na literatura estrangeira.

Comparados acs peixes marinhos, os peixes de dgua doce apresen-
tam propor¢do mais alta de écidos graxos saturados e gcidos graxos polin-
saturados de 18 carbonos com niveis mais baixos de polinsaturados de 20 e
22 carbonos. Tais diferengas s&o apontadas por Henderson e Tocher (1987},
Gruger et alii (1964), Viswanathan Nair e Gopakumar {1978). A dieta ¢
apontada como a principal causa desta distingio. A temperatura ambiente
também se relaciona com a variagio da composicio de cidos ETaX08.

Viswanathan Nair e Gopakumar (1978) analisaram 5 espécies de
dgua doce, 3 marinhas e 7 estuarinas. Os dcidos graxos C16:0 e C18:0 foram
mais abundantes nas espécies de dgua doce, C20:5 e 22:6 mais altos para.
as espécies marinhas. Quanto as espécies estuarinas nio houve um padrao
definido, sendo sua composicio uma média dos outros dois Brupos,

Cinco espécies nigerianas foram analisadas na forma de peixe fresco
e seco por diferentes processos por Afolabi et alii (1984b). C16:0 ¢ C18:1
foram os 4cidos graxos mais abundantes nio havendo alteragbes importantes
com o processamento.

Mustafa e Medeiros (1985} estudaram os efeitos de variagdes sa-
zonais, cozimento e fritura na composicio em acidos graxos do “catfish”
{Ictalurus punctatus). As variagdes sazonais tiveram influéneia minima, sendo
que os acidos graxos mais abundantes foram C18:1 (52,9%), C16:0 (18,9%) e
C18:2 (16,0%). No peixe cozido, a alteracio deste perfil fol minima e no peixe
frito houve um aumento substancial de C18:2 atribuindo-se tal mudanca 3
influéneia do dleo de milho que é muito rico em (18:2.

O efeito da dieta na composicio em acidos graxos da Tilapic mos-
sambica foi constatado por Ramachandran Nair e Gopakumar {1981), mos-
trando que a inclusdo de peixes marinhos, como a sardinha, como fonte de
lipidios na dieta induz um aumento de acidos graxos Insaturados como o
C22:6 no perfil de dcidos graxos do peixe de agua doce,

Kinsella et alii {(1977b) determinaram a composicao em acidos gra-
xos de 18 espécies de dgua doce do estado de Nova lorque encontrando
variagdo conforme a localizacio anatémica dos lipidios, bem como grande
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diferenga entre a composicio de varias espécies. Os acidos graxos (116:0,
C16:1, C18:1, C20:5, €22:6 foram os mais abundantes, sendo que os autores
chamam a aten¢ao para a dificuldade da comparag¢ao com outros dados publi-
cados em fungio de numerosos fatores que poders afetar o teor de lipidios de
peixes, bem como sua composicio em acidos graxos. ¥ntre tais fatores estio
a origem, sexo, dieta, estado fisioldgico, variacoes sazonais, por¢io analisada,
habitat.

Nao hé disponibilidade de muitos dados no Brasil. Andrade (apud
Maia, 1980) analisou os lipidios do mandi encontrando 28 Acidos graxos
sendo 16 identificados. Os teores médios anuais dos principais foram: oléico
(33,26%}), palmitico (21,07%), palmitoléico (11,17%), estedrico ( 10,49%), &i-
noléico (7,48%), linolénico (5,48%) e miristico (3,32%).

Maia et alii (1983) encontraram teores de 32,6% de 4cido palmitico,
23,1% de acido oléico, 14,1% de 4cido palmitoléico, 7,8% de dcido estedrico,
7,6% de 4cido linolénice e 54% de acido linoléico para o curimbata.

2.2.4 Composigio em aminocdcidos

O pescado é, em geral, considerado uma fonte de proteina de boa
qualidade ¢ a determinagio de aminodcidos tem sido feita no sentido de es-
timar o seu valor nutritive. Segundo Geiger e Borgstrom (1962), tal andlise
vem sendo efetuada desde o inicio do século por pesquisadores que emprega-
ram meétodes quimicos, microbioldgicos e cromatograficos.

Para Guha (1962}, o pescado é um alimento altamente nutritivo,
sendo particularmente importante por fornecer proteinas de alta qualidade
comparaveis com aquelas da carne, leite on ovos. Essa similaridade ¢ indi-
cada por experimentos bioldgicos, bem como pela andlise da composicio em
aminoacidos. As proteinas de diferentes espécies de peixe diferem nas concen-
tragoes dos aminodcidos e os resultados podem variar dependendo do método
empregado, havendo, no entanto, um padrio comum. Também aparecem di-
ferengas entre pescados marinhos e de 4gua doce. Em geral, as protefnas de
pescado tendem a ser mais ricas em lisina e mais pobres em triptofano do
que a carne. Geiger e Borgstrom (1962) também aponta semethancas entre
a composiio em aminoacidos de peixes e de mamiferos, ressaltando o nivel
superior de lsina e histidina dos pescados, bem como sua composicao inferior
em metionina e triptofano.
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Deas e Tarr (1947} e Terri et alii (1957), citados por Khalil et alii
(1980), também apontam que o teor de lisina do musculo de pescado excede
fregiientemente o de outras protefnas animais,

Venkataram e Chari {1957), apud Khalil et alii (1880}, relatam que
os peixes do leste da India como pobres em metionina, o que é confirmado
por Bose et alii (apud Geiger e Borgstrom, 1962).

A composicio em aminoacidos de 6 espécies de agua doce, coletadas
1o estado de Nova lorque, foi determinada por Mai et alii {1980) e apresentou
valores em gramas de aminoacido por 16 gramas de nitrogénio de 0,76 a 1,00
de triptofanc, 3,19 a 4,14 de treonina, 3,93 a 4,93 de valina, 2,27 a 3,21 de
metionina, 3,26 a 4,27 de isoleucina, 6,56 a 8,52 de leucina, 3,28 a 4.19 de
fenilalanina, 1,22 a 2,49 de histidina e 6,06 a 8,46 de hisina.

O perfil de aminodcidos para as ovas da truta arco-iris cultivada
€ para o arenque obtido por Kaitaranta et alii (1980) ao longo de vdrios
estadios de maturagio mostrou que nio houve alteragdes neste perfil entre
os periodos. O aminodcido Hmitante para a truta foi o triptofano e para o
arenque foram os aminoacidos sulfurados.

Khalil et alii (1986) determinaram a composicic em aminoacidos
das proteinas da Tiapia nilotica (“bolti fish”) e obtiveram concentractes
{em gramas por 16 gramas de nitrogénio) de 12.4 de leucina e isoleucina;
10,6 de lisina; 3,3 de fenilalanina; 1.1 de metionina; 3,9 de treonina; 5,4 de
valina e 1,8 de histidina.

As 5 espécies nigerianas de dgua doce estudadas por Afolabi et alii
{1984b} ndo mostraram alterages substanciais no seu perfil de aminoécidos
quando submetidas a processo de secagem e defumacio, sendo que apenas a
lisina teve um decréscimo.

O curimbatd analisado por Maia et alii (1983} mostrou-se rico em
lisina (11,8 g/16 gN) e metionina (2,96 g/16 gN). Os valores obtidos para
os demais aminodcidos essenciais, em gramas por 16 gramas de nitrogénio,
também foram altos: 5,44 de treonina, 6,78 de valina, §,74 de isoleucina, 9,67
de leucina, 5,19 de fenilalanina, 2,97 de histidina.
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2.3 Caracterizacao fisico-quimica e nutricional das
proteinas de pescado

2.3.1 Extragdo e fracionamento das proteinas do filé

As proteinas do tecido muscular do pescado sio classificadas por
Zaitsev {1969) em:

A} Proteinas miofibrilares — representam aproximadamente 65%
do total das proteinas, fornecem ao peixe seu poder de con-
tragao e sdo extraiveis com solugio salina. Sio constituidas
pela miosina, actina, actomiosina e tropomiosina.

B} Protefnas sarcoplasmaticas — representam de 20 a 25% do to-
tal das profeinas, sdo constituidas pelas enzimas do metabo-
hismo muscular, sio extraiveis com 4gua. Sio constituidas por
proteinas do tipo albumina, miogénio, mioalbumina e globu-
hna.

C} Proteinas estromaticas — representam de 2 a 4% do total de
proteinas ou até 10% em alguns peixes cartilaginosos. Formam
o tecido conectivo e sio insoliveis. Sio constituidas principal-
mente pelo colageno.

Segundo Dyer et alii {1950} a miosina do pescado é praticamente
igual & de outros animais, diferindo pelo fato de ser mais susceptivel & des-
naturagac. Isso acarreta problemas tecnolégicos no pescado congelado, por
exemplo, no qual o indesejdvel enrijecimento da textura se deve 5 desma-
turacao da miosina.

A baixa quantidade de colageno do pescado contribui para uma
melhor qualidade nutritiva, uma vez que se trata de uma proteina de dificil
digestdo, além de néo conter triptofano, cisteina, cistina e apresentar baixas
concentrac¢les de metionina,

Dyer et. alii (1950) desenvolveram métodos de extragio da proteina
bem como de fracionamento em seus principais componentes com o intuito
de detectar mudancas ao longo da estocagem do pescado. A partir disso,
um grande nimero de autores procurou fixar a extratibilidade da proteina
do msculo como um critério de avaliacio tecnoldgica (Cowie e Little, 1967,
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Dingle e Hines, 1975; Kolakowski et alii, 1977; Kim et alit, 1977; Hak-Kyon
et alii, 1977) sobretudo para o pescado congelado.

Uma diminuicdo considerivel da extratibilidade das protefnas do
musculo de peixes em solucéo de NaCl 5% acontece quando sdo feitas analises
ao longo do armazenamento do pescado congelado (Shenouda, 1980}, assim
como no pescado conservado em gelo {Moorjani et alii, 1962). Tal alteracio
¢ devida & perda de solubilidade do grupo das proteinas miofibrilares {Sco-
pes, 1964; Shenouda, 1980}, sendo que a fracio sarcoplasmatica extraida do
musculo mantém-se estdvel. A miosina é a protefna mais sensivel & desna-
turagao, sendo que a actina mostra uma pequena alteracio na solubilidade
a0 longo da estocagem.

Moorjani et alii (1962) determinaram as fracdes protéicas de 4 espé-
cles de dgua doce com intengao de detectar mudancas na solubilidade ao longo
do armazenamento em gelo. Os valores obtidos para a fracio sarcoplasmatica
no inicio do experimento foram de 29,0%, 22,0%, 35,0% e 35,7% em relagio
a proteina total e para a fracdo miofibrilar de 65,0%, 73,1%, 60,6% e 59,7%.

Uma fragio sarcoplasmitica de 24,8% e uma fracio miofibrilar de
66,7% em relagio & proteina total foram obtidas por Khalil et alii {1980)
para a Tilapia nilotica.

A determinagio das diferentes fracdes protéicas de um peixe em
boas condigdes constitui um dado importante para avaliacio de suas quali-
dades tecnoldgicas e acompanhamento de mudancas ao longe da estocagem.
Nesse sentido, uma padronizagio das condigdes de extragio (tipo de sal, pH,
forga idmica, concentragio) seria de grande interesse (Shenouda, 1980).

2.3.2 Digestibilidade protéica in witro

A utilizagic de ensaios bioldgicos para determinacio de digesti-
bilidade protéica mostra-se muitas vezes inconveniente em funcio de seu
custo, longa duragdo e pecessidade de grande quantidade de amostra. As-
sirn, utiliza-se muitas vezes a digestibilidade in vitro. Geralmente os valores
obtidos nos experimentos in vitro estao proximos aos resultantes de experi-
mentos bioldgicos {Geiger e Borgstrom, 1962).

De acordo com Sgarbieri (1987), a digestibilidade in witro da pro-
teina estima a porgao da proteina que pode ser hidrolisada por enzimas pro-
teoliticas que agem normalmente na digestéo, em condigées de pH semethan-
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tes as do estdmago e do intestino. Tal porcio estaria, portanto, biologica-
mente disponivel, desde que nao houvesse nenhuma interferéncia na absorgio
dos aminodcidos pelo organismo humano ou animal.

Com o objetivo de caracterizar a qualidade da proteina de 5 espécies
marinhas do sul da Nova Inglaterra, Jhaveri et alii (1984) determinaram sua
digestibilidade in vitro usando pepsina e obtiveram valores que variaram entre
83,1% e 92,2%.

Poulter e Lawrie {1977) investigaram as conseqiiéncias nutricionais
do congelamento de 5 espécies marinhas estocadas ao longo de 20 meses sendo
que a digestibilidade in vitro ndo foi afetada pela estocagem nestas condigdes.

2.3.3 Eletroforese

A eletroforese vem sendo usada freqiientemente na identificacio de
espécies de pescados quando nédo se pode utilizar caracteristicas morfolégicas,
sobretudo no caso do peixe filetado {Bremner e Vail, 1983} e até mesmo
cozido {Mackie, 1969). O método vem sendo largamente utilizade em muitos
laboratérios para identificar espécies de peixes ou produtos derivados, sendo
-considerado importante na diferenciacio de espécies zoologicamente distintas
{Mackie e Jones, 1978).

O perfil eletroforético das proteinas sarcoplasmdticas é especifico
para cada espécie e é obtido geralmente através de eletroforese com gel de po-
liacrilamida, que segundo varios autores, ¢ mais simples, rapida, necessitando
de pequena quantidade de misculo (Bremner e Vail, 1983; Mackie, 1969; Ke-
enan e Shaklee, 1985). Essencialmente, envolve a extracio das proteinas
sarcoplasmaticas e sua aplicagde em uma pequena coluna de gel de poliacri-
lamida a qual € submetida a uma corrente eléirica. As proteinas migram,
separam-se e sua presenca torna-se evidente pela aplicacio de um corante.
O padrao de bandas, sua densidade ou distincia de migracio fornecem wma
caracteristica particular de cada espécie.

Uma outra utilizagdo da eletroforese é na avaliacio do estado de
conservagao do pescado. Moore et alii (1970) detectaram o aparecimento
de novas bandas em fungio do tempo de estocagem do arenque. Da mesma
forma, Damiani e Rossi (1974) verificaram a modificacio do perfil eletro-
forético das proteinas de varias espécies de dgua doce segundo o seu estigio
de deterioracéo.
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Pode-se encontrar na literatura um grande nimero de espécies cujas
proteinas foram caracterizadas eletroforeticamente. Cowie {1968 ) apresentou
os padrbes eletroforéticos de 20 espécies comercialmente importantes da Gra
Bretanha. Espécies relacionadas & merluza {Merfuccius sp) foram diferenci-
adas por Mackie e Jones {1978). A identificacio eletroforética de peixes das
familias Gadide e Scomberide foi realizada por Cantoni et alii (1981), Kee-
nan e Shaklee (1985), usando o “barramundi” (Lates calcarifer), investigaram
variaveis como o tamanho, sexo, método e duracio de estocagem, condigdes
de extragdo da amostra ¢ sua influéncia no padrio eletroforético. Draetta
et ali1 (1985) investigaram padroées eletroforéticos na identificacio de extra-
tos de peixes crus, cozidos e enlatades obtidos de aturn, bonito, cavalinha,
corvina, merluza, pescada branca, pescada cambucu, sardinha e tainha,

2.3.4 Experimentos biolégicos

Pode-se determinar indices indicativos do valor nutritive de um ali-
mento através de ensalos bioldgicos com animais de laboratério, sendo que os
ratos tém sido largamente utilizados para este fim (Hackler, 1977). Ensaios
biolégicos vém sendo usados com propésitos regulatérios do vator nutricional
de alimentos por drgaos oficiais e inddstrias.

O valor destes indices estao relacionados com a compesicio do ali-
mento, a biodisponibilidade de seus nutrientes essenciais e a presenca ou
auséncia de componentes tdxicos. Os métodos empregados para a deter-
mingao do valor protéico baseiam-se no balanco metabdlico e no crescimento.
No primeiro caso destacam-se o balango de nitrogénio, digestibilidade, valor
biolégico aparente e indice de utilizacdo lighida da proteina. A determinacac
da digestibilidade, baseada no célculo da absorcio de nitrogénio através da
determinagdo do nitrogénio ingerido e do nitrogénio excretado pelos ratos
(Wolzak et alii, 1981), pode ser feita sem levar em conta um grupo de ratos
recebendo dieta aprotéica, Neste caso, é chamada de digestibilidade apa-
rente, (Pellet e Young, 1980), ja que nio foi corrigida a perda de nitrogénio
endogeno. Baseado no crescimento tem-se o quociente de eficiéncia protéica,
reconhecido como método de controle nos Estados Unidos e deserito pela
AQAC (Association of Official Agricultural Chemists).

Trabalhos concernentes & determinacio destes indices em pescados
nao foram encontrados em grande nimero.



Segundo Guha {1962), testes biolégicos com animais e humanos
confirmaram o alto valor nutricional das proteinas do pescado, as quais
mostraram-se eficientes como a caseina na regeneragio das proteinas do
plasma em ratos em estado de deplecio e superiores i caseina na promocao
da regeneracdo da hemoglobina.

Jhaveri et alii (1984} determinaram valores do quociente de eficién-
cia protéica (PER) para cinco espécies marinhas da Nova Inglaterra (EUA)
encontrando valores na faixa de 3,25 a 4,0 comparados a 2,98 para caseina.
Meinke et alii (1982) investigaram os valores de PER, digestibilidade e escore
quimico para filés inteiros e moidos de “Alaska pollock” {pescada polaca} e
3 espécies subutilizadas do Golfo do México. Os PER encontrados estio na
faixa de 3,38 a 3,63 ¢ os valores da digestibilidade entre 93,2% e 95,9%. Afo-
labi et alii (1984a) obtiveram PER, valor biclégico aparente, digestibilidade
e indice de utilizagdo ligiiida da proteina para b espécies da Nigéria subme-
tidas a diferentes processos de secagem com o intuito de avaliar a qualidade
nutricional destas espécies e as modificagdes provocadas.

Tais dados sdo de grande importancia para paises como a Nigéria,
onde os peixes de dgua doce constituem 69,6% do total do pescado disponivel
o qual por sua vez representa a principal fonte de proteina animal. O mesmo
ocorre em varios estados brasileiros, como Mato Grosso e Amazonas onde,
em Manaus, tem-se um consumo de peixe até 7 vezes maifor que em outras
capitais brasileiras {(Shrimpton e Gingliano, 1979).
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3 Materiais e Métodos
3.1 Material

Os peixes analisados neste trabalho foram obtidos no Centro de
Pesquisa e Treinamento em Agiicultura de Pirassununga (SP) e em fri-
gorificos comerciais de Campinas (SP). Aqueles obtidos junto ao Centro de
Agiiicultura foram coletados vivos, sacrificados no laboratério e analisados
num prazo de 24 horas. O material de frigorificos comerciais foi adquirido
sob encomenda e no melhor estado de frescor possivel dentro das condiches
normals de comercializagio. As amostras utilizadas para as diversas andlises
eram composias de lotes de 3 a 5 exemplares cada um.

3.2 Preparacao da amostra

Apds a lavagem do peixe inteiro, procedeu-se & fletagem do mus-
culo, seguida de trituragio em ligiiidificador até obter-se uma “polpa” ho-
mogeénea. O filé utilizado para a determinagdo da composicio centesimal
incluia mtsculo das regides dorsal e ventral. Essa “polpa” foi utilizada para
as seguintes determinacdes quimicas, bioquimicas e bioldgicas: composicio
centesimal, composicio em minerais, 4dcidos graxos e aminodcidos, extracio
fracionada de proteinas, determinacio da digestibilidade protéica in vitro,
eletroforese das protefnas sarcoplasméticas e experimentos biologicos com
ratos.

3.3 Determinacgao da composicao quimica
3.3.1 Determinagfo da composicao centesimal aproximada
Todas as determinagbes foram feitas em triplicata.

¢ Umidade: determinada pelo método de secagem em estufa a
100-105°C  até peso constante (AOAC, 1975).

¢ Proteina Bruta: determinou-se o nitrogénio total pelo méto-
do semimicro-Kjeldah! (AACC, 1976) e multiplicou-se o valor
obtido por 6,25 como fator de conversao para proteina total,
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o Lipidios Totais: determinados pelo método de Bligh e Dyer
{1959).

e Cinzas: determinadas por incineracio em mufla a 530-600°C
até peso constante (AOAC, 1975).

3.3.2 Determinagéo da composicio em minerais

Foram determinados cilcio, magnésio, ferro, zinco, potdssio, sédio
€ manganes através da espectrofotometria de absor¢io atdémica (UNICAM
SP 90A SERIES 2) em amostras previamente mineralizadas a 400-500°C
(Perkin-Elmer, 1976). A determinacio de fésforo foi feita por métedo colo-
rimétrico de acordo com a American Public Health Association (1975).

3.3.3 Determinacdo da composigio em acidos graxos
3.3.3.1 Extragao e concentragio dos lipidios

Os lipidios foram extraidos pelo método de Bligh e Dyer (1959).
Aliquotas do extrato cloroférmico contendo de 50 a 100 mg de lipidios {o-
ram colocadas em tubos de ensaio e o solvente evaporado pela aplicacio de
nitrogénio gasoso.

3.3.3.2 Metilagao dos 4cidos graxos

Realizada de acordo com a técnica de Metcalfe et alii {1966). O ex-
trato lipidico concentrado foi sapenificado com NaOH metanélico e os 4cidos
graxos foram metilados com BFgmetanol. Os ésteres metilicos foram ex-
traidos com éter de petrdleo (30-60°C) e injetados no cromatdgrafo,

3.3.3.3 Cromatografia gasosa

Realizada no cromatdgrafo Perkin Elmer Sigma 3B com integrador
LCI 100 Perkin Elmer com detector de ionizacéo de chama tendo uma coluna
de aco inoxidavel de 1,80 metro de comprimento por 1/8 pol. de didmetro
interno, empacotada com 15% DEGS - Chromosorb W, AW 80/100mesh.
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O cromatégrafo foi operado nas seguintes condicdes:

FLUXO: nitrogénio = 25 mL/min
ar = 500 mL/min
H, = 35 mL/min

TEMPERATURA:  detector = 250°C
injetor = 250°C
coluna = 190°C

3.3.3.4  Quantificacdo e identificagiio dos dcidos graxos

Os acidos graxos foram quantificados pelo integrador e identificados
comn o auxilio de dcidos graxos padrées através da comparagac dos tempos de
retencao dos ésteres metilicos dos dcidos graxos com os tempos de retencéo
dos padroes e através da equacio aplicavel a séries homsdlogas de compos-
tos sob condigbes de temperatura constante (Kates, 1972} segundo a qual o
tempo tomado por um componente com n carbonos para emergir da coluna
(tempo de retengdo ¢, ) mantém uma relagio com o tempo de retengdo (1,4
€ {51, respectivamente) do componente com n+1 e n — 1 dtomos de carbono
COmMG se segue:

Em geral temos que:

onde x = 1,2,3.

Os padrdes utilizados forann: laurato {12:0), miristato {14:0), pal-
mitate (16:0), palmitoleato (16:1), estearato (18:0), oleato (18:1}, linoleato
(18:2), linoleneato (18:3} e araquidato {20:0).
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3.3.4 Determinacio da composigio em aminodcidos
3.3.4.1 Hidrélise

Utilizou-se como material o residuo sélido da polpa obtido depois
da extragéo de lipidios, o qual foi liofilizado e finamente moido. Uma amostra
contende aproximadamente 20 mg de proteina foi hidrolisada com HCI § N
por 22 h a 110°C em tubo de ensaio com tampa rosqueada de teflon. Apds
a hidrélise o HCI foi eliminado imediatamente através de roto-evaporador.

3.3.4.2 Cromatografia de troca idnica

Realizada em analisador automético Beckman, modelo 119 CL, de
acordo com os procedimentos recomendados no manual do aparelho (Beck-
man Instruments, 1977},

3.3.4.3 Identificagio e quantificacfio dos aminoscidos

A identificagio foi feita pela comparacio da posicio e forma dos
picos do cromatograma da amostra com o cromatograma da mistura padrao.
A concentragdo de cada aminodcido (C;) da amostra foi calculada mediante
a relacio entre a area do pico desconhecido (A4;) e a drea do pico padrio (A,)
e a concentragao do aminodcido padrio (C,):

A;

C.-:Cpx—z;.

3.4 Caracterizacao fisico-quimica e nutricional das
proteinas

3.4.1 Extragao e fracionamento das proteinas do filé

As fragdes sarcoplasmitica, miofibrilar e estromatica foram separa-
das de acordo com o método de Dyer et alii (1950) pela extracio com uma
solugao de NaCl 5% e centrifugacio em centrifuga refrigerada. O nitrogénio
protéico insoltvel (i.e., protefnas estromaticas e proteinas desnaturadas} foi
determinado no precipitade enquanto que no sobrenadante permaneceram as
fragbes sarcoplasmatica e miofibrilar. Essas duas wltimas fracoes foram se-
paradas pela diluicdo do sobrenadante 16 vezes com agua destilada, seguida
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de permanéncia de 24 horas em uma temperatura de 0-4°C. Procedeu-se
em seguida & centrifugagdo. O nitrogénio protéico da fragdo miofibrilar foi
determinado no precipitado e o nitrogénio da fracdo sarcoplasmatica no so-
brenadante.

3.4.2 Determinacgio da digestibilidade in witro

O método baseia-se na hidrdlise das proteinas por acao das enzi-
mas pepsina (Sigma Chemical Co. 1:10.000, preparada em solucéo de 4cido
cloridrico 0,IN} e pancreatina (Merck, 350 FIP-U/g protease, 7.500/g li-
pase, 7.500/g amilase, preparada em tampao fosfato 0,1M pH 8}, adiciona-
das a amostra de acordo com o procedimento descrito por Akeson e Stah-
mann (1964), interrompendo-se a hidrdlise com 4cido tricloroacético 10% e
determinando-se os nitrogénios digeridos pelo método Kjeldahl. As solucdes
das enzimas foram preparadas no dia do ensaio. Usou-se a caseina como
proteina padréo (a mesma utilizada no ensaio com ratos},

O céleulo da digestibilidade é feito determinando-se a porcentagem
de nitrogénio que foi digerido pelo sistema enzimético (Nd} corrigido pelo
nitrogénio produzido pela autodigestio do sistema enzimatico {Ne) e também
pelo nitrogénio originalmente solivel na amostra (Na),

_ Nd— Ne -~ Na
- Nt — Ng

onde:

Nd = porcentagem de N digerido pelo sistema enzimatico,

Ne = porcentagem de N produzido pela autodigestio do sistema
enzimatico,

Na = porcentagem de N originalmente soltvel na amostra,

Nt = nitrogénio total da amostra.



3.4.3  Eletroforese
3.4.3.1 Eletroforese simples em gel de poliacrilamida

O método de Davis (1974} foi empregado com algumas modificagoes
{Galeazzi, 1978).

~ Preparagio do gel

O gel inferior foi preparado com 8% de poliacrilamida conforme o
Apéndice 1, sendo colocado em tubos de 9.5 cm com auxifio de uma seringa
até atingir 2 cm do topo. A fim de evitar a tensio superficial foram adi-
clonados lentamente 0,3 ml de dgua destilada sem diluir a superficie do gel.
Apds a gelificagdo a dgua foi retirada.

O gel superior foi preparado com 3% de poliacrilamida a partir das
solugbes descritas no Apéndice 1, sendo adicionado no topo do gel inferior,
}a polimerizado, até uma altura de | cm. O mesmo procedimento anterior
foi adotado com relagio & adicio de agua. A polimerizagio foi auxiliada pela
incidéncia de luz fuorescente no tubo.

~ Preparacdo da amostra

As proteinas sarcoplasmaticas foram extraidas de musculo por ho-
mogeneizagio na proporcio de 1:4 (peso/volume) em dgua destilada {Netto,
1984). O homogenado foi centrifugado em centrifuga refrigerada e filtrado.
A solucgéo obtida fol diluida na proporcio 1:9 com agua destilada e colocada
com seringa no topo dos tubos verticais.

- Procedimento para corrida

Os eletrodos dos compartimentos superior (onde se inseriram os
tubos) e inferior contendo uma solucio tampio tris-ghicina pH 8,2 e 2 gotas
de uma solugdo 0,1% de azul de bromofenol foram conectados A fonte eléirica.
A preparacio do tampdo e da solucio indicadora de migragio esta descrita
o Apéndice 1,

Nos primeiros 30 minutos de corrida utilizou-se corrente de 3 mA
por tubo e em seguida de 5 mA até o final. A corrida se deu a temperatura
ambiente e 56 fol interrompida gquando a banda de corante atingiu a parte
inferior do tubo.
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— Revelagdo das proteinas

Os géis retirados dos tubos foram imersos em solugdo corante de
amide de Schwartz (Apéndice 1). A descoloracio para revelagio das bandas
foi feita através de sucessivas lavagens com acido acético a 7%.

3.4.3.2 Eletroforese em gel contendo dodecil sulfato de
sadio (S8DS)

Foi usada com a finalidade de determinar o peso molecular aproxi-
mado das unidades estruturais das proteinas da fracio sarcoplasmatica do
pacu e executada de acordo com Weber e Osborn (1969) com adaptacbes
introduzidas por Galeazzi (1978). Usou-se a técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (8DS), comparando-se
a mobilidade relativa (MR) das proteinas da amostra com & das proteinas
usadas como padrdo, As protefnas usadas como padrio, provenientes da
Sigma Chemical Co. foram: pepsina (36.000 daltons), ovalbumina {45.000
daltons), albumina de soro bovino {66.000 daltons) e inibidor de tripsina
(10.400 daltons).

— Preparagio do gel

O gel de poliacrilamida contendo dodeci] sulfato de sédio foi pre-
parado conforme descrito no Apéndice 2 e inserido em tubos verticais até
0,3 cm do topo. O mesmo procedimento usado na eletroforese sirmples foi
adotado com relagio & adicio de dgua destilada.

~ Preparagido da amostra

As amostras de proteinas da fracdo sarcoplasmatica extraidas, con-
forme descrito no item anterior, assim como as proteinas usadas como padrao,
adicionou-se uma solucdo composta de SDS, mercaptoetanol e tampao fos-
fato de sédio seguindo-se incubacdo de 2 horas a 37°C e adicao de solucio
indicadora de migragdo.

A preparacéo detalhada das amostras e demais solugdes encontra-se
descrita no Apéndice 2.

— Procedimento para corrida
Terminada a polimerizagio do gel, as amostras foram adicionadas
Juntamente com o tampéo (Apéndice 2). Os reservatérios superior e inferior,
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contendo a solugio tampao, foram conectados i fonte elétrica. Na corrida,
que fol efetuada a temperatura ambiente, utilizou-se uma corrente elétrica
lentamente ajustada até BmA por tubo até que a banda do corante atingisse
a parte inferior do tubo de gel.

- Revelagédo das proteinas

Os géis foram corados com uma solugio de azul de Coomassie, me-
tanol e acido acético, conforme descrita no Apéndice 2, e posteriomente des-
corados com uma solugfio contends 7,5% de 4cido acético e 5% de metanol.

A mobilidade relativa é dada pela relagio entre o percurso percor-
rido pela banda de proteina apos a descoloracio e o da banda de corante.

3.4.4 Experimentos bioldgicos

Na avaliacao da qualidade nutricional das proteinas do pacu reali-
zou-se o balango de nitrogénio e a determinacio do quociente de eficiéncia
protéica (PER). Utilizou-se ratos da linhagem Wistar, recém desmamados
(22 dias), de ambos o0s sexos, pesando entre 40 e 50 gramas, provenientes do
biotério da Escola Paulista de Medicina. Durante o experimento os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com temperatura e lu-
minosidade controladas, com dgua e racio ad libitum. Em todos os ensaios
a caseina comercial contendo 81,52% de proteina foi utilizada como proteina
padrao.

3.4.4.1 Preparo das dietas

Na realizagdo dos ensaios biologicos foram preparadas dietas cuja
comnposigao centesimal esta basicamente especificada pela AOAC (1975). As
proporcoes usadas neste trabalho estao representadas na Tabela 1. A mistura
salina foi preparada segundo Hegsted et alii (1941) e a mistura vitaminica
foi preparada de acordo com a Nutritional Biochemicals Corporation {1977-
1978} e estao descritas nas Tabelas 2 ¢ 3 respectivamente.

Além da dieta de referéncia usando a caseina foram fornecidas 2
dietas com a fragdo protéica suprida pelas proteinas do pacu. A polpa ho-
mogeneizada do filé cru foi liofilizada e finamente moida obtendo-se uma
farinba. Em uma das dietas o misculo usado como fonte de proteinas foi
antes desengordurado pela extragio com éter etilico a 35°C. Na outra dieta
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Tabela 1: Composigio centesimal das dietas utilizadas nos ensaios bioldgicos.

Componentes Porcentagens
Proteina 16
Gordura’ 11
Mistura salina 4
Mistura vitaminica 2
Fibra, 1
Carboidrato® q.5.p. 100

1 Oleo de milho comercial e do préprio pacu.

? Fornecido 25% na forma de agiicar refinado comercial ¢ 75% como amido de raitho

comercial.

Tabela 2: Formulacio da mistura salina utilizada nos ensaios biologicos,

segundo Hegsted et alii {1941).

Componentes Férmula Porcentagens
Carbonato de cdlcio  CaCOQO, 29,974
Fosfato di-potdssico K;HPO, 32,222
‘osfato mono-calcico CaHP0,.2H,0 7,493
Sulfato de magnésio  MgSQ4.7TH,0 10,191
Cloreto de sddio Na(l 16,735
Citrato férrico Fe{ CaH507)2.6H,0(sic) 2,747
lodeto de potdssio KI 0,679
Sulfato de manganés MnSQ,.4H,0 0,499
Cloreto de zince Zn(Cl, 0,624
Sulfato de cobre CuS0,4.5H,0 0,029

I
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Tabela 3: Formulagao da mistura vitaminica utilizada nos ensaios biolégicos,
segundo a Nutritional Biochemicals Corporation {(1977/1978).

Componentes Porcentagens
Concentrado de vitamina A (200000 Ul/g) 2,948
Concentrado de vitamina D (400000 Ul/g) 0,163
Alfa-tocoferol 3,276
Acido ascérbico 29,486
Inositol 3,276
Cloreto de colina 49,144
Menadiona 1,474
Acido p-aminobenzdico 3,276
Niacina 2,948
Riboflavina 0,635
Hidrocloreto de piridoxina 0,655
Hidrocloreto de tiamina 0,655
Pantotenato de cédlcio 1,865
Biotina 0,013
Acido félico 0,058
Vitamina B-12 (1001

adicionou-se a farinha integral como fonte de proteina ¢ lipidios. As trés
dietas foram preparadas de forma a conter 10% de proteina. Houve uma mo-
dificagio do teor de gordura de 8% proposto pela AOAC (1975) para 11%.
Isso foi feito para adequar este teor aquele apresentado pela farinha de filé in-
tegral. Segundo Burnette & Rusof (1978} e Hackler (1978) as dietas controle,
assim como as dietas teste, devem apresentar quantidades iguais de gordura,
até um maximo de 20%, nos casos de produtos contendo altos niveis deste
componente,



3.4.4.2 Indices baseados no balance metabdlico

De acordo com Sgarbieri (1987), os animais foram colocados em
gaiolas metabdlicas individuais providas de dispositivos que permitem a co-
leta de fezes e urina. A duracio do teste foi de 10 dias, sendo os 5 primeiros
de adaptacio e nos demais foram coletadas fezes e urina, cujo teor de ni-
trogénio foi dosado posteriormente. Foram utilizados 6 ratos {4 machos e 2
fémeos) para cada uma das 3 dietas.

Os indices calculados foram:

BN = N[~ (NF + NU)

onde: BN = balanco de nitrogénio
NI = nitrogénio ingerido
NF = nitrogénio fecal total
NU = nitrogénio urindrio total

NI—-NF NA
DA = T N X 100
ende: DA = digestibilidade aparente

NA = nitrogénio absorvido

NI-NF-NU NR
VB = =g N7 = 7a <10

onde: VB = valor bioldgico
NR = nitrogénio retido

NI~ NF—NU NR
NI T NI

onde: NPU = utilizagie ligitida da proteina

NPU = x 100




3.4.4.3 Quociente de eficiéncia protéica (PER)

Para cada dieta, 6 ratos (4 machos e 2 fémeos} foram mantidos
durante 28 dias em gaiolas individuais. Qs animais tiveram seus pesos in-
dividuais registrados 2 vezes por semana no decorrer do experimento. O
consumo de dieta individual também foi cuidadosamente registrado.

O célculo do quociente de eficiéncia protéica {PER) se fez, para
cada animal, pela relagio:

ganho de peso em gramas
proteina consumida em gramas’

PER =

28



4 Resultados e Discussao

4.1 Determinacgdes quimicas
4.1.1 Composigao centesimal aproximada

Os dados relativos a data de obtencéo, ntmero de exemplares, ren-
dimento em filé e procedéncia das amostras analisadas estio na Tabela 4.
Tais amostras apresentaram composicio centesimal aproximada mostrada
na Tabela 5. '

Suzuki (1981) aponta valores de rendimento da porgio comestivel
de pescado na faixa entre 45-50%, sendo que no caso de algumas espécies
estes valores atinge até 65%.

A umidade teve a maior variagio em torno da média, sendo que o
desvio padrio da proteina total foi menor que o dos lipidios totais.

Umidade e principalmente lipidios sio apontados como os cons-
tituintes que apresentam maior variabilidade no misculo de pescado, em
contraste com as proteinas (Zaitsev, 1969). Tais variacdes em uma mesma
especie 50 devidas a uma série de fatores como idade, estado fisioldgico, di-
eta, regido e época do ano da captura. No caso dos experimentos realizados
neste trabalho néo fol verificada uma diferenca relevante entre os teores de
urnidade e lipidios quanto & sua amplitude, apesar de procedéncias e datas
de obtencao distintas. Para o mandi (Pimelodus claria), um peixe gorduroso
como o pacu, Henderson e Tocher (1987) apontam uma faixa que vai de 8.3%
a 20,5% de lipidios dependendo da época do ano. Nao se dispondo de dados
precisos sobre o historico de cada lote, nem de amostragem. sistematica ao
longo do ano, é dificil precisar as razdes das diferencas entre esses dados de
composiGio centesimal.

Quanto a variagio observada no teor de proteinas, podemos en-
contrar em Moraes ef alii {1984) um comportamento semelhante para as
proteinas do saguiru (Curimatus elegans) cujo teor varion ac longo das
andlises de 16,2% a 18,9%. O mesmo ocorreu com o curimbats { Prochilodus
scrofa) cuja variagio esteve entre 19,0% e 21,5% {Maia, 1980). O mesmo
nao ocorreu em outros trabalhos como o de Netto (1984) no qual o teor em
proteinas para o hibrido da tilipia manteve-se praticamente constante ao
longo dos experimentos {18,5% a 18,6%),.
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Tabela 4: Dados sobre os espécimes (Colossoma mitre ) utilizados na deter-
minacao centesimal aproximada do filé.

Amostra Data Namero de  Peso médio  Rendimento em
exemplares em gramas filé (%)
Al 10/05/84 5 1050 48.6
B! 05/06/84 4 2200 50,2
C? 15/07/84 4 3200 58,1
D? 10/05/85 6 3840 52,0
E? 15/06/85 4 3800 54,6
F? 06/02/86 3 3800 56,6

1 Amostra proveniente da Estagio de Piscicultura de Pirassununga — SP.

? Amostra proveniente de frigorificos comerciais de Campinas - SP.

Tabela 5: Composicio centesimal aproximada do 81¢ do pacu (Colossoma
mitre ),

Amostra  Umidade  Proteina Lipidios Cinzas

(%) total (%)  totais (%) (%)
A 68,6 12,7 16,6 1,3
B 67,6 12,8 17,0 1,4
C 68,5 12,9 16,9 14
D 66,4 13,5 18,2 1,3
E 68,3 13.1 17,3 1.3
F 66,9 13,3 17.8 1,3

Amplitude  66,4-68,6 122-13,5  16,6-182  1,3-1.4
Médiatdp  67,740,9 13,0403 17,2406  1.3:40.1

! Yalores médios obtidos a partic de 3 repetiches das determinacdes para cada amosira
especificada na Tabels 4.

30




Aparentemente a relacio inversa entre o teor de umidade e o teor
de lipidios apontada por diversos autores {Stansby, 1962; Thurston et alii,
1959) foi observada assim como a relagéo inversa entre o teor de umidade e
o tamanho do peixe {Suzuki, 1981). Ainda que as variagdes nos valores de
umidade e lipidios entre os varios lotes nao tenha sido grande, estas relacdes
foram observadas nas amostras A e D). Os valores de cinzas permaneceram
praticamente constantes da mesma forma que os obtidos para peixes de 4gua
doce por Morais et alii (1968), Maia {1980) e outros.

Considerando-se os resultados obtidos neste trabatho, o pacun se
enguadra na categoria de pescado de alto teor de gordura {>15%) e baixo
teor protéico (<15%) estabelecida por Stanshy {1962). Seu alto teor lipidico
pode ser explicado pelo fato de se ter analisado como parte do filé também a
regiao muscular ventral, onde se deposita a gordura cavitiria. Essa variacio
nas varias secgoes do filé foi constatada por Kinsella et alii {1977b) e relatada
por Henderson e Tocher (1987) que, em sua revisio, ressaltam que os valores
do teor de hipidios mencionados para vérias espécies dizem respeito ao filé
como um todo.

4.1.2 Composicio em minerais

A Tabela 6 mostra a composicao do filé de pacu em calcio, magnésio,
zinco, ferro, fésforo, sddio e potassio. Os valores encontrados mncluem-se nas
faixas apontadas por Causeret {1962) e Zaitsev (1969) para o teor desses
minerais em peixes de dgua doce. Em ambos os autores constata-se a am-
pla faixa de valores ern que estes minerais podem estar presentes. O pacu
apresentou teores de calcio e magnésio proximos aos da média desses mj-
nerais apresentada por Causeret (1962), sendo gque o seu teor em fésforo
{121,5 mg%, isto ¢, por 100g de filé) é inferior & média de 220 mg%. O baixo
teor de ferre (0,4 mg%) corresponde ao teor minimo apontado por Zaitsev
{1969) para peixes de dgua doce.

As concentragdes encontradas para o zinco estio proximas das ob-
tidas por Rocha et alii (1982) para alguns peixes da amazéma. F dsforo e
potéssio aparecem em maior quantidade; zinco e ferro estio em menor con-
centracac, o que coincide com os dados levantados para 15 espécies de dgua
doce analisadas por Kinsella et alii 19772} e para a enguia analisada por
Mustafa ¢ Medeiros {1985).
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Tabela 6: Composi¢ao em minerais do filé do pacu {Colossorna mitrei).

Componente Amostra media  d.p.
mineral 1 2 3

Ca 3LG 59,6 55,1 55,2 4,3

Mg 20,1 24,3 25.8 234 3.0

Zn 0,9 1,2 0,5 0,9 0,4

Fe 0,3 0,7 0,1 0,4 0,3

Na 29,2 30,1 29,5 29,6 0,5

P 1212 120,8 1225 1215 0,9

K 120,17 1173 1179 1184 1.5

1 Amostras obtidas em frigorificos cometciais compostas de 3 exemplares cada uma.

4.1.3 Composigio em acidos graxos

A composigio em 4cidos graxos de pescado ¢ bastante estudada na
literatura havendo muita discussio sobre as diferengas entre espécies ma-
rinhas e de dgua doce, bem como sobre os fatores que determinam fais
diferengas. O estudo desta composicio é importante & medida em que as
propriedades do peixe e seus derivados dependem em grande parte do seu
teor de lipidios e do grau de insaturacio de seus acidos graxos,

Descrevendo a ocorréncia geral de acidos graxos em peixes de dgua
doce, Henderson e Tocher (1987) dizem que a porcentagem de acidos graxos
saturados varia entre 9 e 36% dos dcidos graxos totais, Para peixes tropicais
esta faixa apresenta limites mais elevados podendo atingir até 45%. Dentre
0s saturados, o acido palmitico (C16:0) predomina €, em propor¢des merio-
res, os acidos estedrico (C18:0) e miristico (C14:0) estio sempre presentes, O
acido 1durico (C12:0) também ocorre 3s vezes, mas em propor¢ies menores
que 2%. O dcido araquidico {C20:0) tem sido reportado como um compo-
nente menor em virias espécies. Os dcidos graxos saturados com nimero de
carbono impar perfazem geralmente menos que 24% dos scidos graxos do
miscuio sendo o acide pentadecandico, C15:0, & o acide margarico, C17:0,
0s principais. Entre os monoinsaturados predominam o icido oldico {C18:1)
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Tabela T: Composicao dos principais dcidos graxos do filé do pacu {Colos-
soma milret).

Pico  Acido graxa % + d.p.t

1 14:0 279 + 0.9
3 16:0 22,68 + 0,4
4 16:1 8,95 + 0.8
5 18:0 8,15+ 05
6 18:1 42,85 4 1,2
7 18:2 10,30 = 0,3
9 18:3 176 + 0.3

! Valores médios obtidos de 2 amostras provenientes de frigorifico comercial e estacio de
piscicultura,

segnido pele palmitoléico {C16:1} e eicosamoncendico {C20:1). Os demais
foram reportados em pequenas quantidades. O dcido linoléico (C182) é o
acido diendico presente em maior proporgio.

Foram detectados come principais dcidos graxos do pacu {Tabela 7}
os acidos oléico (42,85%), palmitico (22,68%), Linoléico (10,30%), palmi-
toléico (8,95%), estedrico (8,15%), mirfstico (2,72%) e linolénico (1,76%). Os
demais picos encontradoes estao em quantidades menores que 1%. Entre eles
puderam ser identificados os acidos pentadecandico (C15:0, pico 2) e eicosa-
monoendico {C20:1, pico 8). O cromatograma dos cidos graxos encontra-se
na Figura 1.

O filé do pacu apresenta 33,55% de dcidos graxos saturados e 83.86%
de acidos graxos insaturados, considerando os 4cidos graxos identificados. As
proporgdes de cada dcido graxo encontrado enquadram-se nas observacoes
encontradas na literatura j4 mencionada.

No estudo de Maia (1980) sobre o curimbats, revelaram-se como
principais os dcidos palmitico (32,6%), oléico (23,1%), e palmitoléico {(14,1%).
Para o mandi, segundo Andrade, 1978 {apud Maia, 1980), apareceram como
principais 0s dcidos oléico (33,3%), palmitico (21,5%) e palmitoléico (11,2%).
Observa-se que no mandi, cormo no pacu, o dcido oléico precede o palmitico,
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Figura 1: Cromatograma dos 4cidos graxos do pacu.
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a0 contrdrio do que ocorre no curimbatd. Quanto ao teor de dcido linoléico,
© pacu apresenta valores superiores aos do mandi (7,5%) e do curimbat
(5,4%).

Investigando 10 espécies de dgua doce comercializadas em Manaus,
Maia e Rodriguez- Amaya (1974) encontraram o 4cido palmitico como o prin-
cipal acido graxo de 7 espécies: branquinha, curimaté, jaraqui, pescada, pi-
rarucuy, surubi e tucunaré. Para o pacy, sardinha e tambaqui, o dcido oléico
apareceu em primeiro lugar. Além destes 2 dcidos graxos também estavam
presentes os acidos palmitoléico, linoléico e araquidico, em diferentes ordens
de guantidade.

Entre as 6 espécies de dgua doce da India analisadas por Viswa-
nathan Nair ¢ Gopakumar {1978) aparecem com maiores teores os dcidos
oléico, palmitico ¢ estedrico. Sen et alii (1976} encontraram os mesmos trés
acidos graxos como os mais abundantes em 4 espécies também provenientes
da India, sendo que em apenas uma delas o dcido araquidénico foi o mais
abundante.

Ackman (1967) determinou os acidos graxos de 5 espécies de dgua
doce do Canadd com a predominincia dos dcidos oléico, palmitoléico e eico-
sapentaendico (C20:5). Para as 18 espécies de agua doce do estado de Nova
lorque, Kinsella et alii (1977b) encontraram os 4cidos palmitico, palmitoléico,
oléico, docosahexandico {C22:6) e eicosapentaendico {C20:5), sendo os mes-
mos acidos graxos encontrados por Gruger et alii {1964) para 3 espécies do
estado de Washington.

As semelhancas observadas entre os peixes de diferentes provenién-
cias refletem a influéneia exercida pelo habitat, temperatura e principalmente
as dietas na composicio em dcidos graxos. Assim, a razio entre a porcenta-
gem de acidos graxos insaturados e a porcentagem de dcidos graxos safurados
¢ de 1,9 para o pacu, 1,6 para o mandi {Andrade, 1978 apud Maia, 198G3, 1,2
para o curimbatd (Maia, 1980), 1,3 para as 6 espécies indianas (Viswanathan
Nair ¢ Gopakumar, 1978), 3,0 para as 18 espécies americanas {Kinsella et
alii, 1977b) e 3,2 para as espécies canadenses (Ackman, 1967). Constata-se
a afirmagdo de que o grau de insaturacio dos acidos graxos do pescado esta
diretamente relacionado com a temperatura, sendo que a proporcio de acidos

graxcs insaturados aumenta com o decréscimo da temperatura {Henderson ¢
Tocher, 1987).



4.1.4 Composigio em aminodcidos

A composicio em arninodcidos das proteinas do pacy, em termos de
gramas de aminodcidos por 16 gramas de nitrogénio {ou seja, por 100 gramas
de proteina total), aparece na Tabela §.

Estes resultados sio semelhantes aos obtidos por Mai et alii (1980)
para 6 especies de peixe de agua doce dos Fstados Unidos, com excecdo do
teor mais elevado de lisina encontrado para o pacu. Os valores encontrados
por Maia et alii (1983) para o curimbatd também sio elevados para a hisina
(11,38 g/16gN) assim como os da tilipia (10,6 g de lisina/16gN) investigada
por Khalil et alii (1980). Quanto a metionina, o pacu apresenta valores
superiores aos dos peixes mencionados acima, revelando-se uma boa fonte
deste aminodcido.

Em relacdo aos aminoacidos essenciais, com excecao do triptofano
que nao foi determinado neste trabalho, o pacu apresenta valores elevados.
Comparado com um padrao (NRC, 1980), tem como tnico aminoicida defi-
ciente a valina {Tabela 8).

4.2 Extracao e fracionamento das proteinas do filé

A determinagio quantitativa das fracdes protéicas do pescado fresco
¢ de grande interesse como ponto de referéncia para estudos de conservacgio
e de aproveitamento tecnoldgico. A extratibilidade das proteinas do musculo
tem sido considerada um critério para avaliacio de mudangas das proprieda-
des do musculo de pescados congelados ou conservados em gelo por varios
autores (Snow, 1950; Dyer e Dingle, 1962; Kolakowski et alii, 1977; Kim et
alii, 1977),

Na Tabela 9 encontram-se as porcentagens relativas as fraces sar-
coplasmaticas e miofibrilares das proteinas do pacu.

Aproximadamente 92% da proteina total do pacu pode ser extralda
com solugdo de NaCl a 5% a pH 7,2, Este valor é semelhante ao de 93%
obtido por Awad et alii (1969) em seu trabalho com um peixe de dgua doce
(Coregonus clupeiformis). Curran et alii (1986) encontraram um valor de
96% para o “sabalo” dos lagos bolivianos.

Khalil et alii {1980} encontraram valores de 66,7% para a fracio de
proteinas miofibrilares e 24,8% para a fracio de proteinas sarcoplasmaticas
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Tabela 8: Composicéo em aminoacidos (g/ 16gN} da proteina do filé do pacu
(Colossoma miirei) e do padrio de referéncia para uma proteina de alta
qualidade, segundo o National Research Council (1980).

Aminoéicido Pacu' Proteina Padrao
(NRC 1980}

acido aspartico 10,49

treonina 3.82 3.5
serina 4,83

acido glutdmico 19,83

prolina 4,73

glicina 4,85

alanina 5,08

valina 3,88 4.8
1/2 cistina 0,81

metionina 2,79

sutfurados totais

(1/2 cys + met) 3,60 2,6
iselencina 4,52 4,2
leucina 8,75 7.0
tirosina 3.83

fenilalanina 4,29

aromaticos totais

{tyr + phe) 8,12 7,3
histidina 2,24 1,7
hisina 10,05 5,1
arginina 6.65

! Valores médios de duas amostras compostas de 3 exemplares cada uma.
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Tabela 9: Porcentagem das fracdes sarcoplasmatica e miofibrilar do pacu
{Colossoma mitrei),

Fracoes Porcentagens?
Proteina total extraivel 92,0
Proteinas miocfibrilares 64,3
Proteinas sarcoplasméticas 25,0

LA porcentagem de extragio foi calculada em relagio proteina total do misculo deter-
minado pelo método semi-micro Kjeldahl, sendo descartado o nitrogénic ndo protéico.

para a Tilapia nilotice. Moozjani et alii (1962) estudaram 4 espécies de dgua
doce da India e encontraram para a proteina total extratvel valores de 90,7%,
77,8%, 90,0% e 86,0% e para as proteinas sarcoplasmaticas teores de 29,0%,
22,0%, 35,0% e 35,7%.

4.3 Digestibilidade in vitro da proteina total do flé
de pacu

Os valores obtidos na determinacio da digestibilidade in witro da
proteina total do filé estao dispostos na Tabela 10.

O valor médio de 84,3% esta abaixo da digestibilidade de 91,5% da
caseina testada. Jhaveri et alii (1984) determinaram as digestibilidades de 5
espécles marinhas, sendo que a mais elevada foi a de 92,2% encontrada para
o bacalhau do Atlantico (Gadus morhua), seguida por 91,3% do “monkfish”
{Lophius piscatorius), 89,8% da pescada {(Merluccius bilinearis), 89,2% do
“saup” (Stenotomous chrysops) e 83,1% da lula (Loligo pealei},

4.4 Eletroforese

O perfil eletroforético das proteinas sarcoplasmaticas do filé do pacu
obtido por eletroforese simples em gel de poliacrilamida e em SDS {dodecil
sulfato de sédio) aparece na Figura 2 e na Figura 3, respectivamente,
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Tabela 10: Digestibilidade in vitro das proteinas do filé do pacu { Colossoma
mitret ).

Amostra’ Y% proteina digerida

] 83.5
9 85,0
3 85,6
4 83,2
Média + d.p. 813 + 12

! Amostras compostas de 2 e 3 exemplares.

A separa¢do eletroforética das protefnas hidrossoliveis do misculo
do pescado foi descrita por vérios antores (Cowie, 1968; Mackie e Jones, 1978;
Keenan e Shaklee, 1985) e resulta na obtencio de padrées especificos para
cada espécie uma vez que cada espéeie de peixe apresenta um s6 conjunto de
diferentes tipos de proteinas com bandas de diferentes intensidades, largu-
ras e mobilidades. Assim, a identificacdo de uma espécie pode ser viabilizada
pela comparacio eletroforética com os padrdes estabelecidos para espécies co-
nhecidas. Além de ser um meio de identificagio de espécies, também pode ser
usada para estimar o grau de parentesco genético entre espécies, bem como
com a finalidade de inspe¢io. Segundo Bremmer e Vail (1983), o método é re-
conhecido pela AOAC e tem sido empregado pela Food and Dirug Administra-
tion hé muitos anos para detectar classificacées equivocadas e substituigdes
ilicitas de pescados.

Segundo Cowie (1968), a eletroforese em gel de poliacrilamida tam-
bém pode ser utilizada para identificar peixes congelados e estocados em
gelo, 14 que estes fornecem padrdes eletroforéticos semelhantes aos do pescado
fresco evidenciando wma larga aplicacio comercial para o método, Damiani e
Rossi (1974} observaram diferengas marcantes entre os eletroforetogramas de
pescado fresco e no inicio de deterioragio. Com produtos processados, como
farinhas de pescado, o problema de identificacio também se coloca. Keenan
¢ Shaklee (1985) desenvolveram uma técnica para a identificagdo de filés
¢ozidos e no mesmo trabatho citam Mackie & Taylor (1972} que estenderam o
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uso da eletroforese para o pescado enlatado, assim como Draetta et alii {1985)
que estudaram extratos de peixes crus, cozidos e enlatados obtidos de atum,
bonito, cavalinha, merluza, pescada branca, pescado carnbucu, sardinha e
tainha. Seria de grande interesse a comparacio das bandas resultantes da
eletroforese simples em gel de poliacrilamida das proteinas do pacu com as
de outras espécies da mesma familia, como o tambaqui e a pirapitinga, assim
como com as do hibride “tambacu”.

Observa-se pelas Figuras 2 e 3 que na eletroforese com SDS um
nimero superior de bandas foi obtido, uma vez que, com o tratamento com
o mercaptoetanol, as ligacdes dissulfidicas intra e intercadeia sio rompidas
e as proteinas sdo convertidas em seus mondmeros. Weber e Osborn (1969)
mostraram que hd uma relagio linear entre o logaritmo do peso molecular
do mondmero de muitas proteinas conhecidas e a mobilidade dos mondmeros
emn relagao ao azul de bromofenol. Na Figura 4 estd a curva padriio de pesos
moleculares por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS obtida
peio ajuste de um modelo de regressdo linear simples. A reta encontrada tem
a seguinte equagao:

log {Peso Molecular) = 5,52 — 2, 00 x Mobilidade Relativa,

com R* de 98,75% e p = 0,0062. A partir das mobilidades relativas obtidas,
temos que os pesos moleculares estimados das 8 subunidades encontradas,
pela substituicio na férmula acima, sio, em ordem decrescente, 149.190,
127.083, 66.909, 52.724, 38.257, 21.874, 6.119 e 4.089 daltons.

4.5 Experimentos biclégicos

Na Tabela 11 estdo relacionados o quociente de eficiéncia protéica
(PER}, o balanco de nitrogénio (BN), a digestibilidade aparente (DA}, o
valor bioldgico (VB) e a taxa de utilizagio ligiiida da proteina (NPU} obti-
dos nos ensaios bioldgicos com dietas de casefna, farinha mtegral e farinha
desengordurada de pacu preparadas conforme o item 3.4.4.1.

Os metodos de avaliagéo nutricional de proteinas que se baseiam no
balango rnetabdlico séo afetados por fatores que influem na absorcan e re-
tencdo do material ingerido. O balango de nitrogénio encontrado nas dietas
foi positivo, ou seja, o nitrogénio ingerido fol superior & soma do nitrogénio
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Tabela 11: Balanco de nitrogénio, digestibilidade aparente, valor biolégico,
taxa de utilizacdo ligiiida da proteina {NPU), quociente de eficiéncia protéica.
(PER) em ratos Wistar alimentados corn caseina, farinha mtegral de filé de
pacu e farinha desengordurada como fonte de proteina.

Determinacao Fontes de proteina
caseina  far. integral far. desengord.
Nitrogénio ingerido média 0,9761 0,7728 0,6361
d.p. 0.,0855 0,0481 3,0163
Nitrogénio fecal média $,1000 0,0763 0,1061
d.p. 06,0186 0,0043 0,0090
Nitrogénio urinario média 0,0746 0,1181 0,0936
d.p. 06,0105 0,0202 0,0486
Balango de nitrogénio média  0,8014° 0,5782° 0,4424°
d.p. 0,0793 0,0709 00,0523
Digestib. aparente média 89,78¢ 90,05 84,28
d.p. 1,50 1,40 1,22
Valor bioldgico média 91,40° 82,79 82,47
d.p. 1,57 4,36 8,97
NPU média 82,067 74,59 69,55
d.p 1,79 4,76 7,97
Consumo de racao media, 288,00 284,20 272,00
d.p. 25,34 17,99 6,96
Ganho de peso média 81,80 82,80 79,00
d.p. 4,49 9,23 4,64
PER média 2,82¢ 2,94¢ 3,00°
d.p. 3,10 0,32 6,13

1 03 valores representam a média para

3 ratos. Médias na mesma linha com o mesmo

indice a, b ou ¢ n&o slo significativamente diferentes. a um nive! de 95% de confianga, pelo

teste de Duncan.

44



excretado pelas vias urindria e fecal. No caso, isto se verifica pelo fato de
0s ratos estarem em crescimento, havendo necessidade de formacio de novos
tecidos pelo organismo. A digestibilidade aparente para a dieta de farinha
integral foi superior & da dieta de farinha desengordurada, o que reflete uma
absor¢ao mais eficiente dos aminodcidos resultantes da hidrélise das proteinas
ingeridas pelas enzimas digestivas no caso da primeira. Os valores da uti-
lizagdo ligiiida das proteinas da farinha integral e da farinha desengordurada
nao apresentaram diferencas significativas. Isso demonstra que, levando em
conta a digestibilidade, o nitrogénio da proteina de ambas estd sendo retido
com igual eficiénela. Da mesma forma, os valores bioldgicos ndo se mostraram
significantemente diferentes, ou seja, em ambas as dietas as substaneias ni-
trogenadas estdo chegando &s células em proporgio adequada para a sintese.

Levando em conta que a proteina fornecida pelas dietas de farinha
mtegral e farinha desengordurada deveria ser a mesma, poder-se-ia levantar
hipdteses para os motivos da obtengdo de di gestibilidade aparente mais ele-
vada para a primeira. Entre elas, a da influéncia de fatores inerentes ac grupo
de animais utilizados e interferéncia de algum residuo de solvente utilizado
no desengorduramento. Burnette e Rusoff (1978) consideram inapropriada
a extragao da gordura do alimento a ser testado neste tipo de experimento,
uma vez que a presenga de residuos de solvente pode provocar alteracoes na
proteina. Assim, uma possivel desnaturacio da proteina poderia ter causado
uma absor¢ao menos eficiente dos aminoacidos da farinha desengordurada.
Bender {1978 menciona que o tratamento da farinha de pescado com solvente
a preparacac de concentrados e isolados pode reduzir o valor nutricional ou
dar origem a produtos tdxicos a partir de residuos do solvente, sobretudo
quando esse processo se da a altas temperaturas. A avaliaciko precisa desse
efeito negativo torna-se dificil uma vez que o crescimento dos ratos do grupo
alimentado com a dieta de farinha desengordurada foi normal, como se vé
pela Figura 5.

Uma série de experimentos com ratos foram descritos por Toyama
e Kaneda (1962} no sentido de comparar o suprimento caldrico fornecido
por oleos de vérias espécies de pescado com aqueles fornecidos por gorduras
animais e vegetais, Houve consenso quanto i eficiéncia do Sleo de pescado que
se mostrou equivalente ou superior aos demais. Os mesmos autores reportam
altos valores de digestibilidade para élecs de pescado.

(Quanto aos indices baseados no balango metabdlico, tivemos que,
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comparativamente & caseina, os valores obtidos para a farinha de filé integral
foram inferiores somente quanto ao valor bioldgico. Digestibilidade aparente,
quociente de eficiéncia protéica e balanco de nitrogénio nio apresentaram
diferencas significativas. .

Em relacio ao PER, nio houve diferenca significativa entre as 3
dietas, sendo que os valores encontrados para as 2 farinhas de pacu foram
altos. O ganho de peso dos 3 grupos ao longo do tempo estd registrado na
Figura 5 e o consumo de dieta em funcio do ternpo na Figura 6.

De maneira geral, o pescado é considerado um alimento de alto valor
nutritivo. Geiger e Borgstrom (1962} mencionam o fato do peixe ser tradici-
onalmente considerado um alimento de alta digestibilidade e reportam uma
série de trabalhos realizados com humanos e ratos os quais fornecem altos
valores de digestibilidade {quase sempre superiores a 90%) para uma série
de espécies. Segundo estes autores a relativa facilidade com gue o pescado
¢ digerido poderia ser explicada pela natureza do seu misculo que contém
um baixo teor de tecido conectivo ou ainda pela fraca associacdo de seus
elementos estruturais,

Isso se comprova em trabalthos como o de Afolabi et alii (1984a)
que tomaram 5 especies de dgua doce nigerianas e, determinando seu vi.
lor nutritivo, compararam o pescado fresco an defumado e seco por diver-
sos processos. Os indices obtidos para o valor biolégico aparente, digesti-
bilidade verdadeira, taxa de utilizacio ligiiida da proteina e guociente de
eficiéncia protéica, para o peixe fresco liofilizado variaram entre 85,72-98,72;
93,10-98,71; 82,84-96,01 e 2,2-2.9, respectivamente. Ressalta-se que o NPU
foi calculado através do nitrogénio da carcaga ¢ a digestibilidade verdadeira
foi determinada. Os valores da digestibilidade verdadeira foram superiores
aos encontrados para a caseina.

Trabalhando com 5 espécies marinhas da Nova Inglaterra, Jhaveri
et ahi (1884} encontraram valores de PER de: 3,50; 3.53; 4,00 e 3,25 consi-
derados bastante altos quando comparados a 2,98 para a caseina.
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5 Conclusoes

Nas condigbes em que foi realizado este trabalho concluiu-se que:

L. O pacu enquadra-se na categoria de pescado de alto teor de
lipidios e baixo teor protéico.

2. Oléico, palmitico, linoléico, palmitoléico e estedrico sio 0s acidos
Braxos que ocorrem em malor concentracio. A relacio entre os
teores de dcidos graxos insaturados e saturados do pacuéde 1,9e
sua composicao em dcidos graxos enquadra-se no perfil de acidos
graxos para peixes de dgua doce.

3. O fil¢ do pacu deve ser considerado um alimento protéico e ener-
gético, nao sendo considerado uma boa fonte de minerais.

4. A fragio protéica apresenta-se como uma boa fonte de aminoici-
dos essenciais, particularmente de lisina ¢ metionina.

5. A extragdo e o fracionamento das protefnas do filé mostraram
que, em relagdo 3 proteina total do mdsculo 64,3% compunham
a fracio miofibrilar e 25,0% a fracio sarcoplasmatica. A proteina
total extraivel com solucio de NaCl 5% a pH 7.2 foi de 92,0%.

6. A caracterizacio eletroforética das proteinas sarcoplasmaticas do
filé do pacu através de eletroforese e gel de poliacrilamida con-
tendo SDS evidenciou a presenca de 8 bandas de proteinas de
pesos moleculares na faixa de 4 a 150 Kd.

—F

- Considerando o nivel estatistico de significancia de 5%, os guo-
clentes de eficiéncia protéica (PER) nao diferiram da casefna.
(Juanto aos indices calculados a partir do balan¢o de nitrogénio
para a farinha de filé integral, a retencgio de nifrogénio e o va-
lor bioldgico (VB} foram inferiores enquanto que a digestibilidade
aparente (DA} e a utilizagio ligiiida da proteina nio diferiram da
caseina. Para a farinha desengordurada todos os {ndices {excecao
ao PER} foram inferiores aos da caseina.
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Apéndice 1
Eletroforese em gel de poliacrilamida
1. Solugdes para o preparo dos géis
Solucgao A
e 48mlde HCIIN
* 36,6 g de tampdo tris (2 amino-2(hidroximetil})-1propanodiol)
¢ 0,23 ml de TEMED {N-N-N"-N’ tetrametilenodiamina)
s completar o volume para 100 ml
Solucdo B

o 48mlde HCI I N
¢ 5,98 g de tampho tris
e 0,46 mi de TEMED

e completar o volume para 100 mi
Solugdo C

s 60 g de acrilamida
o {,5g de bisacrilamida (N-N"-metilenobisacrilamida)

¢ completar para 100 m}
Solugao Db

¢ 10 g de acrilamida

s 2,5 g de bisacrilamida em 100 m! de dgua destilada

Solucao E

¢ 4 mg de riboflavina em 100 ml de dgua destilada
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Solucao F
¢ (0,14 g de persulfato de aménia em 100 ml de agua destilada
Solucgao tampao

¢ 6 g de tris

*

28,8 g de glicina

L4

adicionar agua destilada completando o volume de 1000 ml

ajustar o pH para 8§,2-8,4

*

diluir de 1:9 com agua destilada no momento de uso
. Preparagao dos géis
Grel inferior

» 1,63 ml da Solucio A

e 1.75 ml da Solucao C

¢ 1,63 ml de agua destilada

o 5,00 ml da Solugao I

Gel superior

1.0 mi da Solucao D
0,5 mi da Solucio E

0,4 ml de dgua destilada

1,5 mi da Solucdo tampao
. Solugdo indicadora de migragao

s azul de bromofenol (solugdo aquosa) 0,1%
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4. Solucdo corante

¢ Amido de Schwartz 1 g

& Solugdo de acido acético 7% em 4dgua destilada 100 ml

5. Solugdo descorante

s Solugdo de acido acético 7% em Agua destilada



Apéndice 2
Eletroforese em SDS
A. Reagentes

1.

b

9")

Dissolver 15,6 g de NaH,PO, H,0 38,2 ¢ de Na;HPO, em 1,51 de agua
destilada, e entdo elevar o volume para 2 | com dgua destilada. Colocar
a solugdo em um béquer grande. Dissolver 4 g de SDS na solugio,

agitando levemente e impedindo a formacio de espuma. Ajustar o pH
a 7,0.

Dissolver 11,1 g de acrilamida ¢ 0,3 g de bisacrilamida em 25 m] de
agua destilada e filtrar a solu¢do em papel Whatman n® 1.

Dissolver 1 g de SDS em 25 ml de tampéo fosfato de sédio 0,01 M, pH
7,0, e a seguir adicionar 1 ml de mercaptoetanol na solugio.

Dissolver 100 mg de persulfato de aménio em 10 ml de dgua destilada.
Esta solucio deve ser feita no dia de uso.

. Misturar 2,5 ml de azul de bromofenol 0,05% em dgua destilada, 100

gotas de glicerol, 0,5 ml de mercaptoetanol e 5 mi de tampio fosfato
0,001 M, pH 7.0.

Preparar 3 litros de 5% (v/v} de metanol, 7,5% (v/v) de écido acético
glacial em agua destilada.

Dissolver 0,375 g de azul de Coomassie R250 (CBB) em 150 ml de
metanol 5% e 7,5% de acido acético e entdo filtrar em papel Whatman
n? 1. Dissolver 0,375 g de CBB em 150 ml de uma mistura 5:5:1 {v)
de metanol:agua:dcido acético, filtrar através de papel Whatman n? 1.
A solucio final é preparada misturando 125 mi de cada solugio CBB.

Solugdo de protefna: preparar 1 mg/mi de solucbes de proteina padrao
com peso molecular do mandmetro conhecido em tampéo fosfato 0,01
M, pH 7,0: 1 ml de cada sera suficiente.
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B. Procedimento

1.

[

Preparacéo das amostras

Colocar 450 microlitros das solugoes padrao de proteinas, e das solucdes
de proteinas da amostra, e 150 microlitros da solugio 3 em tubos de
ensaio, e deixar incubando por 1-2 horas a 37°C. Apds incubagho
misturar 0,5 ml de cada solugdo de proteina incubada com 1,50 ml de
solucdo 5 em um tubo de ensaio.

Preparagic dos géis

Misturar 7,5 ml de solugéo 1 e 6,75 m! de solucdo 2 22,5 microlitros de
TEMED. A seguir adicionar 0,75 ml de uma solugdo de persulfato de
aménio (10 mg/ml). Misturar rapidamente a solucio. Encher o tubo
até 0,5 cm do topo. Adicionar lentamente dgua na superficie da mistura
polimerizada. A polimerizagio se efetuara em 25 minutos. Retirar com
papel absorvente a dgua remanescente na superficie.
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