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RESUMO GERAL

O crescimento significativo do volume de residuos de pescado representa um
problema tanto para o meio ambiente como para a industria de processamento.
O aumento da industrializacdo de crustaceos tem contribuido para aumentar o
volume desses residuos. O residuo do camardo processado representa
aproximadamente 70% da matéria-prima, sendo composto por cefalotérax,
exoesqueleto, visceras e restos. O elevado teor de quitina, cerca de 20%, tem
potencializado o aproveitamento tanto para sua prépria obtencao quanto para a
do seu principal derivado, a quitosana. A recuperacao da fracdo protéica e da
astaxantina, no isolamento da quitina, utilizando o processo enzimatico, € uma
alternativa para o aproveitamento global desse residuo. Assim, este trabalho
teve por objetivo estudar a recuperacdo dos componentes do residuo da
industrializacdo do camarao sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri) proteina quitina
e astaxantina utilizando hidrolise enzimatica. O residuo industrial do descasque
do camarao sete-barbas, coletado na industria de processamento em dezembro
e julho de anos sucessivos, apresentou a seguinte composicao: 30 a 48% de
proteina; 20% de quitina e concentracao de astaxantina entre 2,4 e 8,39 mg/100
g, quando extraida em dleo e 3,53 a 12,71 mg/100 g quando extraida com
solvente. A composicdo dos aminoacidos totais mostrou a isoleucina, acido
glutdmico, leucina e o acido aspartico com as maiores concentragdes. Do total
de aminoacidos, cerca de 45% corresponderam aos aminodcidos essenciais. A
composicao dos &cidos graxos apresentou uma relagdo de 1:2 entre os &cidos
graxos saturados e insaturados e percentuais de 15,42 e 23,97% para o
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaenodico (DHA) em relacdo ao total de
acidos graxos, respectivamente. Os resultados obtidos neste estudo indicaram
que a época de coleta nao apresentou uma relagao direta com a concentracao
dos componentes estudados.O alto contetdo protéico indicou que este residuo
pode ser uma excelente fonte de proteinas. Para otimizar a recuperagdo da
fragéo protéica por hidrélise com a enzima alcalase, utilizou-se a Metodologia de
Superficie de Resposta, usando um planejamento composto 22 com relagdo
enzima substrato E/S (0,18 a 5,83%) e temperatura (43,9 a 74,1°C). Os
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resultados indicaram que o fator E/S foi o que apresentou maior efeito na
recuperacao de proteina. As condicdes 6timas para o processo foram na regiao
de E/S na faixa de 2,5 a 5,5% e temperatura na faixa de 55 a 60°C, onde se
obteve a maxima recuperacao de proteina, 55,78% e maximo grau de hidrélise
(GH), 12,80% . Para avaliar a recuperagdo da quitina e da astaxantina em
conjunto com a fragéo protéica, o residuo umido foi submetido a hidrélise com as
enzimas alcalase e pancreatina. A reacao, para as duas enzimas, foi conduzida
até obter-se 5 e 10% de GH, utilizando-se 0 método do pH-stat. O processo
enzimatico com alcalase foi mais eficiente do que com pancreatina, aumentando
a recuperacao de proteina e de astaxantina, em 11 e 20%, respectivamente. O
aumento do grau de hidrélise resultou em um incremento de 27% e 10% na
recuperacao da proteina e da astaxantina. A recuperacdo da astaxantina com
mistura de solventes foi duas vezes mais eficaz do que a extragdo em dleo. A
hidrélise enzimatica do residuo industrial do camaréo sete-barbas com alcalase
permitiu a obtencdo de hidrolisado protéico, além de propiciar condi¢des
adequadas para a recuperacao da astaxantina e da quitina. Os hidrolisados
obtidos com alcalase e com pancreatina, com GH 5 e 10%, foram caracterizados
quanto a sua composi¢ao quimica, composicdo de aminoacidos totais e livres,
composicao de 4cidos graxos, distribuicdo de peso molecular por SDS-PAGE e
cromatografia de exclusdo molecular (CLAE-EM), perfil de hidrofobicidade por
cromatografia de fase reversa (CLAE-FR) e solubilidade. Os hidrolisados
apresentaram teor de proteina superior a 76%, 14% de cinza e baixo conteudo
de lipidios, 1,4 a 2,2%. Os hidrolisados obtidos com alcalase apresentaram
somente peptideos com peso molecular menor que 8 kDa, enquanto os
hidrolisados com pancreatina, além de apresentarem peptideos com peso
molecular menor que 8 kDa, também apresentaram fracdo com peso molecular
na faixa de 40 kDa, indicando que a actina néo foi totalmente hidrolisada. A
composicdo de aminodacidos livres apresentou maior concentracao de arginina,
fenilalanina, lisina e leucina, responsaveis pelo “flavor” do camardo e
potencialmente com a funcdo de agir como quimioatrativos em racbes para
peixes e/ou crustaceos. Os resultados indicaram que o residuo pode ser utilizado

para recuperagao nao so6 da quitina, mas também para obtencao de hidrolisados
XX



protéicos e de astaxantina, que sao utilizados tanto na industria de alimentos

como na alimentagdo animal, especialmente na aquicultura.

GENERAL SUMMARY

The significant increase in the volume of fish waste from processing plants
represents a considerable environmental problem. Increases in the processing of
crustaceans have contributed to this increase. Shrimp residue represents about
70% of the raw material and is composed of the cephalothorax, exoskeleton,
viscera and other parts. The high content of chitin in this residue, approx. 20%,
has led to a potential use for this residue to obtain chitin and its principal
derivative, chitosan. The recovery of the protein fraction and of astaxanthin by
enzymatic means, during the isolation of chitin, is an alternative for the overall
use of this residue. Thus the objective of this research was to study the recovery
of the following components from the residue resulting from the industrialization
of “sete-barbas” shrimp (Xiphopenaeus kroyeri) — protein, chitin and astaxanthin
— using enzymatic hydrolysis. The specific objectives were: chemically
characterize the industrial residue of “sete-barbas” shrimp; study and optimize the
enzymatic hydrolysis process for the recovery of the protein fraction together with
other valuable components such as chitin and astaxanthin and chemically and
biochemically characterize the protein hydrolysates obtained. The residue from
the industrial processing of “sete-barbas” shrimp was collected in December and
July of consecutive years and presented the following composition: 30-48%
protein; 20% chitin and an astaxanthin concentration between 2.4 and 8.39
mg/100g when oil extracted and between 3.53 and 12.71 mg/100g when solvent
extracted. The amino acid concentration showed that isoleucine, glutamic acid,
leucine and aspartic acid were present in the highest concentrations. About 45%
of the total amino acids were essential amino acids. The ratio of saturated to
unsaturated fatty acids was 1:2 and included 15,42 and 23,97% respectively of
eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids. The results obtained
indicated that the season when the residues were collected had no direct effect
on the concentration of the components under study. The high protein content
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indicated that this residue could be an excellent protein source. Response
surface methodology was used to optimize protein recovery using the enzyme
Alcalase. A compost 22 experimental design was used with the enzyme substrate
ratio E/S between 0.18 and 5.83 and the temperature between 43.9 and 74.1°C.
The results indicated that E/S had the greatest effect on protein recovery. The
optimum conditions for the process were with an E/S in the range from 2.5 to
5.5% and temperature between 55 and 60°C, giving a maximum protein recovery
of 55.78% and maximum degree of hydrolysis (DH) of 12.80%. To evaluate the
recovery of chitin and astaxanthin together with the protein fraction, the moist
residue was submitted to hydrolysis with both Alcalase and pancreatine. For both
enzymes, the reaction was allowed to continue until 5 to 10% DH was obtained,
using the pH-stat method. The enzymatic process with Alcalase was more
efficient than with pancreatine, increasing the recovery of protein and astaxanthin
by 11 and 20% respectively.The increase in degree of hydrolysis resulted in an
increase of 27% and 10% respectively in the recovery of protein and astaxanthin.
Astaxanthin recovery with a solvent mixture was twice as efficient as oil
extraction. The enzymatic hydrolysis of the industrial residue from “sete-barbas”
shrimp with Alcalase allowed for the production of the protein hydrolysate as well
as providing adequate conditions to recover the astaxanthin and chitin. The
hydrolysates obtained with Alcalase and pancreatine, with DH of 5 and 10%,
were characterized with respect to their chemical composition, total and free
amino acid composition, fatty acid composition, molecular weight distribution
using SDS-PAGE and molecular exclusion chromatography (CLAE-EM),
hydrophobic profile by reverse phase chromatography (CLAE-FR) and solubility.
The hydrolystes showed protein contents above 76%, 14% ash and a low lipid
content of 1.4 to 2.2%. The hydrolysates obtained with Alcalase only presented
peptides with molecular weights of <8 kDa, whilst those obtained with
pancreatine, in addition to peptides with molecular weights <8 kDa, also
presented a fraction with a molecular weight of about 40 kDa, indicating that the
actin was not completely hydrolysed. The free amino acid composition showed
higher concentrations of arginine, phenylalanine, lysine and leucine, responsible

for the shrimp flavor, thus showing potential for use as flavoring compounds in
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fish and/or crustacean feeds. The results indicated that the residue could be used
to recover not only chitin but also to obtain protein hydrolysates and astaxanthin,
which are used both in the food and animal feed industries, especially in

aquaculture.
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1. INTRODUCAO GERAL

A produgdo mundial de camardo no ano de 2000 foi de 4.168.366 t. Da
producdo total, 74% representaram a producdo extrativa e somente 26% foram
responsaveis pela produgdo na aquicultura. A produgdo mundial do camarao sete-
barbas (Xiphopenaeus kroyeri) foi de 34.724 t (FAO, 2000). No Brasil, 0 camarao
sete-barbas encontra-se em toda a costa, contudo sua maior concentracdo esta
localizada nas regides Sul (Santa Catarina) e Sudeste (Espirito Santo, Rio de Janeiro
e Sao Paulo). Sua captura é predominantemente artesanal e a maioria da producao
destina-se ao mercado interno. A producao desta espécie, em 1999, no Estado de
Sao Paulo foi de 1.029 t, enquanto que em 2002, o Estado de Santa Catarina
capturou 1.600 t (MAPA/DPA, 2000; SIESP, 2003).

O camarao, quando nao € comercializado “in natura”, é industrializado para
obtengcdo de produtos sem cabega (cefalotérax) ou produtos descascados por
completo (cefalotérax e exoesqueleto); juntos, esses residuos correspondem a
aproximadamente 70% do peso da matéria-prima (CCTTMAR-UNIVALI, 2000). O
crescente aumento do volume desses residuos, geralmente descartados sem
nenhuma tentativa de aproveitamento, tem provocado sérios problemas para o meio
ambiente. Uma alternativa para minimizar este problema é o aproveitamento desses
residuos em sua totalidade, através da recuperacao de seus principais componentes:
proteina, quitina e astaxantina (SIMPSON; HAARD, 1985; IBRAIM; SALAMA; EL-
BANNA, 1999).

Atualmente, o aproveitamento de residuos de crustaceos deve-se ao seu
elevado conteudo de quitina, cerca de 20%. A quitina e principalmente seu derivado,
a quitosana, tém ampla utilizacdo, ndo s6 na industria de alimentos como nas
industrias farmacéutica, téxtil, cosméticos e na agricultura (IMERI; KNORR, 1988;
SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; LI et al., 1997).

Estudos tém mostrado o interesse de pesquisadores na utilizagao integral do
residuo de crustaceos. A hidrolise enzimatica tem sido um caminho para a
recuperacao da fragao protéica, de alto valor nutricional, que representa 40% do



residuo, e é, em geral, descartada no processo de obtencdo da quitina por
desproteinizacdo alcalina, e também do seu maior carotendide, astaxantina (GAGNE;
SIMPSON, 1993; SYNOWIECKI; AL-KHATEEB, 2000; GILDBERG; STENERG,
2001).

A hidrélise enzimatica apresenta beneficios e vantagens sobre a hidrélise
quimica, pois ndo leva a reacdes indesejaveis, que possam resultar na formagao de
produtos toxicos, além do seu processo transcorrer sob condigdes mais amenas.
Além disso, enzimas apresentam efetividade em baixas concentragdes e a hidrolise
enzimatica nao diminui o valor nutritivo das proteinas (PHILLIPS; BEUCHAT, 1981).

Os hidrolisados protéicos além de sua utilizacdo na nutricao clinica, alimentos
para idosos e suplementos para atletas (FROKJAER, 1994), também tém sido
utilizados na alimentagdo animal, especialmente em racdo para larvas de peixes
(GABAUDAN; PIGOTT; HALVER, 1980). As larvas, por possuirem baixa capacidade
digestiva, ndo conseguem digerir dietas que contém proteina intacta (LINDER et al,
1995). Assim, 0 uso de proteina pré-digerida ou hidrolisada, obtida de residuos do
processamento de pescado, tem sido uma alternativa (CARVALHO et al., 1997). A
incorporacdao de hidrolisados protéicos na racao para larvas de peixes tem sido
relatada como importante para o crescimento e sobrevivéncia das mesmas, nao s6
como fonte de aminoacidos, mas também por agir como eficiente quimioatrativo para
varias espécies, principalmente, quando os aminoacidos livres alanina, glicina e
arginina estdao presentes (KOLKOVSKI et al., 1997; BERGE; STOREBAKKEN,
1996).

O significativo volume de residuo do processamento de camardo e o seu
descarte, muitas vezes de forma inadequada, contribuem para o desequilibrio
ambiental, representa um enorme desperdi¢co de produtos de alto valor agregado, o
que nos levou a estudar o aproveitamento do residuo de camarao sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyeri.).
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OBJETIVOS

GERAL

Este trabalho teve por objetivo estudar a recuperacdo dos componentes do
residuo da industrializacdo do camardo sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri)

proteina, quitina e astaxantina utilizando hidrélise enzimatica.

Obter e caracterizar hidrolisados protéicos obtidos enzimaticamente a partir do
residuo de camarao sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri), recuperar os componentes

quitina e astaxantina
ESPECIFICOS
- Caracterizar quimicamente o residuo industrial do camarao sete-barbas;

- Investigar as melhores condi¢des de hidrélise enzimaticas para recuperagao
da fragdo protéica, da quitina e astaxantina a partir de residuo industrial de camaréo

sete-barbas, utilizando diferentes enzimas e grau de hidrolise;

- Caracterizar os hidrolisados protéicos, com diferentes graus de hidrdlise,
obtidos do residuo industrial do camarao sete-barbas apds hidrélise com as enzimas

alcalase e pancreatina
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Capitulo 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. PRODUCAO DO CAMARAO

O camardao marinho ocupa lugar de destaque no contexto da economia
pesqueira mundial, quer pelo volume de captura quer pela ampla distribuicdo
geografica ou pelo seu valor nutritivo (ABCC, 2000). Atualmente € o principal produto
comercializado internacionalmente, representando cerca de 20% do mercado de
pescado e de produtos pesqueiros. Empresas brasileiras utilizam como estratégia,
vender mais de 90% da producdo para os mercados europeus, asiatico e norte-
americano (CCTTMAR-UNIVALI, 2000).

A costa maritima mundial possui 21 espécies de camardes de importancia
comercial, dentre elas destacam-se o Pandalus borealis, Crangon crangon, Lito
Penaeus brasiliensis, Litopenaeus vannamei e Xiphopenaeus kroyeri (FAO, 2000). A
costa maritima brasileira possui 28 espécies de grande interesse econémico para a
pesca, destacando-se particularmente oito delas: Penaeus brasiliensis (camarao
rosa), Penaeus schmitii (camarao branco ou legitimo), Penaeus paulensis (camarao
rosa ou camarao rosa branco), Penaeus subtilis (camarao vermelho), Penaeus
notialis (camarao rosa), Artemisia longianaris (camarao barba vermelha), Pleoticus
kmuelleri  (camardo Santana) e Xiphopenaeus kroyeri (camardao sete-barbas)
(NATURALSUL, 2000).

A produgédo mundial de camarao capturado, em 2000, foi 3.081.255 t; para a
espécie Xiphopenaeus kroyeri obteve-se 34.724 t (FAO,2000). Ja, a producao
nacional de camarao, em 1998, foi de 35.548 t e somente a espécie Xiphopenaeus
kroyeri atingiu 13.755 t, com concentragao nas regides Nordeste (Maranhao, Sergipe
e Bahia), Sudeste (Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Sul (Santa
Catarina) (IBAMA, 2000). Em 1999, a producao de Xiphopenaeus kroyeri no Estado
de Sao Paulo foi 1.029 t (MAPA/DPA, 2000) e no ano de 2002, no Estado de Santa
Catarina foi de1.600 t (SIESP, 2003).



2. PRODUCAO DE RESIDUO DA INDUSTRIALIZACAO DO CAMARAO

As empresas que industrializam o camardo encontram dificuldades em
detalhar dados sobre a producéo devido ao grande numero de espécies existentes e
sua oscilagao sazonal. Na Figura 1 observa-se, ao longo do ano de 1999, a variacédo
do volume de camardo processado no Estado de Santa Catarina. Os meses de
fevereiro a abril representam as menores producdes, atingindo a minima em marco.
Isto se explica por ser a época de defeso dos camardes rosa, sete-barbas e santana.
Nos meses subsequentes, observa-se uma elevacao acentuada da producao, que
chega a atingir seu maximo no més de outubro (CCTTMAR- UNIVALI 2000).

Ton.

140 Total anual de processamento: 953 toneladas
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FIGURA 1. Processamento médio mensal de “camardo”, em toneladas, para o

Estado de Santa Catarina.

O camaréao, quando nao é vendido “in natura®“, € encaminhado para linhas de
producdo diferenciadas, sendo as mais representativas a linha de produtos sem
cabeca (cefalotérax) e a linha de produtos descascados por completo (sem
cefalotérax e exoesqueleto). A primeira linha de produtos indica um aproveitamento
médio de 63%, enquanto a de camardes descascados 53,2% (CCTTMAR-UNIVALI,
2000). Desta forma, 34.724 t de camarao produzidas em 1998 foram responsaveis
pela geragdo de 13.000 t de cefalotérax (relativa a 37% do peso da matéria-prima) e

a 16.000 t de exoesqueleto (relativa a 46,8% do peso da matéria-prima).
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Esses residuos encontram limitagbes para sua utilizagdo em produtos
alimenticios, no que se refere ao seu estado higiénico - sanitario, pois se deteriora
facilmente devido principalmente a alta carga microbiana do cefalotérax, onde pode
existir alimento ja digerido ou em processo de digestdo (HALL; SILVA, 1994).

Os residuos sao definidos como subprodutos e/ou sobras do processamento
de alimentos, de valor econémico relativamente baixo. O seu aproveitamento na
industria de alimentos, representa fonte potencial de ingredientes para ragédo e
alimentos (SHOEMAKER, 1986 apud OETTERER, 1994). A necessidade de se
implementar sistemas de aproveitamento de residuos industriais € de ordem ndo s6
econdmica, como ambiental. Pode-se pensar desde um melhor uso da matéria-prima
ou ainda, o desenvolvimento de novos produtos que utilizem os residuos liquidos e
solidos (ORNUM, 1992; SHOEMAKER, 1986 apud OETTERER, 1994;
MANDEVILLE; YAYLAN; SIMPSON, 1992).

Segundo Meyers (1986), os subprodutos de camardo apresentam enorme
potencial para serem utilizados como componentes de “flavor” em produtos
processados, nas racgdes destinadas ao cultivo de camarao, de peixes e também
como fonte natural de astaxantina, que promove coloracdo de truta e salméao
cultivados. Diversas sao as formas de recuperacao e utilizacao de residuos, tanto de
pescados como de crustaceos, dentre elas as mais importantes sdo: producéo de
racao; extracao de quitina e quitosana, producao de silagem; compostagem aerdbica
e anaerdbica, producao de fertilizantes e hidrolisados protéicos (GREEN; MATTICK,
1977).

2.1 COMPONENTES DO RESIDUO DO CAMARAO

O residuo do camardo é basicamente constituido de proteina, quitina,
minerais, e carotendides, cujos percentuais variam conforme a espécie, partes
constituintes, localizagdo da pesca e variagdo sazonal (BATAILLE; BATAILLE,1983;
TENUTA FILHO, 1987; SAHIDI; SYNOWIECKI 1991; SYNOWIECKI; AL-KHATEEB,
2000). As diferengas encontradas na composicao do residuo devem-se a fatores
biol6gicos ou ambientais, onde 0os mais importantes sdo alimentacao, temperatura da
agua, maturidade sexual e estacao do ano, (CHANG; TSAI, 1997; GUILLOU, KHALL,;
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ADAMBOUNOU, 1995; MANDEVILLE; YAYLAN; SIMPSON, 1992; KINSELLA, 1988;
GORDON; ROBERTS, 1977).

Residuos do camardo de diferentes espécies, provenientes da
industrializacao, apresentaram em sua composicao teor de proteina entre 34,60 a
47,75%, lipidios entre 3,78 a 10,50%, quitina entre 17 a 17,80% e cinza entre 15,75 a
41,35% (Tabela 1).

TABELA 1. Variagdo da composicao quimica aproximada do residuo do camarao por

espécies e por tipo de descascamento.

ESPECIES
Penaeus ssp’ Crangon”  Pandalus’ Descascamento”
Componentes Cefalotorax Exoesqueleto crangon borealis manual mecéanico
Proteina (%) 47,75 47,43 40,60 41,90 34,60 43,80
Lipidios (%) 10,50 3,78 9,95 10,23 nd nd
Cinzas (%) 15,75 18,02 27,50 29,20 41,35 34,30
Quitina (%) nd Nd 17,80 17,00 nd nd

" Ibraim, Salama e El-Banna (1999)

% Synowiecki e Al-Khateeb (2000)

® Shahidi e Synowiecki (1991)

*Morais e Martins (1981), espécie nao identificada.
nd = ndo determinado

2.1.1 Proteina

Apesar da enorme diversidade taxon6mica dos animais que compreendem a
vida marinha, a composi¢do basica dos compostos nitrogenados e os perfis de
aminoacidos do musculo da maioria das espécies sao muito similares (HAARD,
1995). As proteinas do musculo de pescado se dividem em trés grupos: (1)
sarcoplasmaticas, que sao sollveis em agua e em solugéo salina de baixo potencial
ibnico, (2) miofibrilares, que contém a miosina e actina, os maiores componentes do
filamento grosso e que sd@o soluveis em solugdo salina de alto potencial i6nico. A
miosina compreende cerca de 50 a 60% das proteinas miofibrilares e a actina de 15
a 30% e (3) proteinas do tecido conjuntivo (HAARD, 1995; KRISTINSSON; RASCO,
2000).
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As proteinas derivadas de fonte animal sdo consideradas nutricionalmente
superiores as provenientes de plantas, pois em geral apresentam um melhor balango
aminoacidico (FRIEDMAN, 1996), e isto é o que determina, em grande parte, o valor

nutricional de uma proteina (SHIAU, 1994).

Uma significativa quantidade de subprodutos ricos em proteinas provenientes
das plantas de processamento pescados € descartada sem nenhuma tentativa de
recuperagdo. Diversas pesquisas realizadas com residuos de camardo tém
determinado o elevado teor de proteina presente tanto no residuo total (cefalotérax +
exoesqueleto) como nas partes em separado. lbrahim, Salama e El-Banna (1999)
encontraram valores semelhantes para a proteina do cefalotérax e do exoesqueleto
de camarao (Penaeus ssp.), 47,75 e 47,43%, respectivamente. JA Meyers (1986)
encontrou valores consideravelmente diferentes para o cefalotérax e o exoesqueleto,
53,50 e 22,80%, respectivamente. Ferrer et al., (1996), pesquisando especificamente
o cefalotérax, encontraram um teor protéico de 39,60%. Varios outros pesquisadores
relataram para o residuo total de camarao de diferentes espécies teor médio de 40%
da proteina (SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; SYNOWIECKI, AL-KHATEEB, 2000).

De acordo com Ibraim, Salama e El - Banna (1999), as proteinas do residuo
de camardao apresentaram o0s as maiores concentragdes dos aminodacidos: :acido
glutdmico, valina, arginina, tirosina, leucina, histidina e lisina com. O &cido glutdmico
foi 0 mais abundante com 8,38 g/100 g de proteina para o cefalotérax e 10,93 g/100
g de proteina para o exoesqueleto. Cerca de 40% foram representados pelos
aminoacidos essenciais. Tenuta Filho (1987), estudando o cefalotérax do camarao
Penaeus brasiliensis, encontrou para os aminoacidos essenciais isoleucina, leucina,
lisina, treonina e fenilalanina concentragdes de 3,15; 4,61; 2,33; 3,88 e 8,679g/100 g

de proteina, respectivamente.

Segundo Mandeville, Yaylan e Simpson (1992), os aminoacidos tém sido
considerados um dos principais quimioatrativos no meio aquatico e responsaveis
pelo flavorizante caracteristico dos crustaceos. Os autores encontraram em residuo
de camarao cru concentracdes de aminoacidos livres iguais a 0,93; 0,37; 0,11 e
0,109/100 g de proteina e para o residuo cozido valores de 0,66; 0,34; 0,14 e
0,07g/100 g de proteina, respectivamente para prolina, arginina, fenilalanina e
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alanina, Os aminoacidos livres presentes nos crustaceos sao considerados
substancias quimioatrantes para peixes e camardo, pois estimulam o apetite do
animal e direciona-os ao alimento, mesmo quando se encontrem distantes. Sao
encontrados naturalmente em farinhas de residuos de peixes e crustaceos
(AKIYAMA, 1991).

2.1.2 Lipidios

Pesquisas relacionadas aos lipidios de camarao tém tratado, principalmente,
do conteudo de colesterol e do perfil do total de acidos graxos. As pesquisas indicam
que diferentes espécies geralmente apresentam perfil de acidos graxos semelhantes
com pequenas diferengas no conteudo de colesterol. A variagdo sazonal no nivel
dessas duas classes de lipidios tem sido atribuida a fatores como temperatura da
agua, nutricdo e estadgio de desenvolvimento (JOHNSTON et al., 1983;
BRAGAGNOLO; RODRIGUES-AMAYA, 2001). Embora o camardao seja uma rica
fonte de proteina, é um alimento com alto nivel de colesterol (JOHNSTON et al.,
1983; KRZANOWEK; PANUNZIO, 1989; ESSIEN, 1995), e isto, € preocupante
porque doencgas cardiovasculares sao as principais causas de morte no Brasil, como
em muitos outros paises. Por outro lado, alimentos marinhos, incluindo camarao
(KRZECZKOWSKI, 1970; BOTTINO; LILLY; FINNE, 1979), sdo ricos em &cidos
graxos polinsaturados, que sao considerados anticolesterolémicos. Os acidos graxos
polinsaturados de origem marinha sdo provenientes de plantas marinhas, como
fitoplancton e algas, que fazem parte da cadeia alimentar e sdo incorporadas aos
lipidios dos animais marinhos (DYEBERG, 1986).

Bragagnolo e Rodrigues-Amaya (2001), analisando o conteudo de acidos
graxos em musculos de varias espécies de camardo marinho, obtiveram para a
espécie Xiphopenaeus kroyeri a seguinte composicao: C14:0 9,0 mg/100 g, C16:0
139 mg/100 g, C18:0 51 mg/100 g, C16:1W7 60 mg/100 g, C10:1®9 61 mg/100 g,
C20:1m9 3,6 mg/100 g, C10:206 8 mg/100 g, C20:4w6 31 mg/100 g, C20:503 86
mg/100 g e C22:6m03 97 mg/100 g, com um total de 34% de acidos graxos saturados
e 39% de polinsaturados, a soma de EPA mais DHA correspondeu a 27%. Ibrahim,
Salama e El-Banna (1999), em estudo com residuo de camardo Penaeus ssp,

encontraram no cefalotérax 38,0 e 61,9% de acidos graxos saturados e insaturados,
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respectivamente. Ja para o exoesqueleto, os percentuais obtidos de acidos graxos
saturados e insaturados foram 39,9 e 60,10%, respectivamente. Os &cidos graxos
mais importantes do cefalotérax: sdo: C18:1 21,66%; C18:2 19,49%; C14:0 16,79%,;
C18:3 15,94%; C18:0 9,44% e C12:0 6,41% e para o exoesqueleto, C18:2 34,49%;
C20:0 33,57%; C18:3 13,72%; C18:1 9,44%; C18:0 4,43% e C16:1 2,45%. Sahidi e
Synowiecki (1991) encontraram para o residuo de camardo Pandalus borealis 0s
principais acidos graxos: C18:1 21,82%, C20:5 (EPA) 13,16%, C16:0 11,80%, C22:6
(DHA) 10,57%, C20:1 10,00% e C22:1 7,63%, sendo o valor do EPA 13,16%
superior ao do DHA 10,57%.

2.1.3 Quitina

A quitina, depois da celulose, é o polimero natural mais abundante encontrado
na natureza e o mais importante componente organico presente no exoesqueleto dos
invertebrados. Muitos organismos produzem esse polissacarideo, mas residuo de
caranguejo, lagosta, exoesqueleto de camardo e de outros crustaceos sao as
principais fontes industriais (NAIR; MANDHAVAN; GOPAKUMAR, 1986). A quitina é
um polimero de cadeia longa e alto peso molecular constituido por unidades de N-
acetilglucosamina, unidas por ligacées do tipo B (1- 4), sendo insoluvel em agua
quando o grau de acetilacdo esta entre 40-50% (RINAUDO; MILAS; DESBRIERES;
KNORR, 1991; SAAVEDRA et al., 1998). Dependendo do método de processamento
do camarao, pode ser encontrado no residuo entre 14% e 27% de quitina (ORNUM,
1992; SUBASIMGHE, 1999).

O derivado desacetilado da quitina, a quitosana, despertou interesse ha
poucas décadas devido & sua ampla variedade de aplicagdes. E quimicamente
semelhante a celulose (Figura 2), sendo diferenciada pelo grupo N-acetil, amina e
hidroxila. A quitosana é um polimero catinico linear, interligada unicamente por
ligagdes B (1-4), poli-2 dioxi-2 amino glucose (SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999),
soluvel em muitos acidos orgéanicos diluidos, mas insollUvel em solventes orgéanicos e
pH em torno de 6,5 (ORNUM, 1992).
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FIGURA 2. Estrutura molecular da quitina (a), quitosana (b) e celulose (c)

Estes polimeros oferecem uma ampla variedade de aplicacdo na industria
alimenticia (CARROAD; TOM, 1978; REVAH-MOISEEV; CARROAD, 1981;
SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991). Dentre as suas propriedades destacam-se:
antimicrobiana (PAPINEAU et al., 1991; CHEN; LIAU; TSAI, 1998), sua utilizagdo na
formacao de filmes biodegradaveis (WONG et al., 1992), na recuperacao de material
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residual do processamento de alimentos (BOUGH, 1975; PINOTTI; BEVILACQUA;
ZARITZKY, 1997), na purificacdo de agua (SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999) e na
clarificacao de sucos de fruta (IMEN; KNORR, 1988; SPAGNA et al., 1996). Além de
aplicacoes na industria de alimentos, a quitina e a quitosana também tém aplicagdes
nas industrias farmacéutica, téxtil, em cosméticos e na agricultura (IMERI; KNORR,
1988; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; LIN et al., 1997)

Diversos trabalhos tém descrito o processamento da quitina e posterior
obtencdo da quitosana. Sua producéao tradicional envolve trés etapas basicas: (1)
desproteinizagdo, com solugéao de base forte como NaOH e KOH, sob aquecimento;
(2) desmineralizacdo , com solucdo acida de HCI a temperatura ambiente e (3)
clarificagéo, utilizando hipoclorito de sodio para remog¢ao dos pigmentos presentes na
matriz polimérica. Para obtencdo da quitosana, realiza-se uma desacetilacdo depois
da etapa (2), com solugdo concentrada de NaOH sob aquecimento. (CANELLA;
GARCIA, 2001; TENG et al., 2001; GAGNE; SIMPSON, 1993; NO et al., 1989; NO;
MEYERS; LEE, 1989; BRINE; AUSTIN, 1981). Estes tratamentos criam problemas
de descarte, quando seu residuo liquido ndo sofre tratamento de neutralizagao
(GAGNE; SIMPSON, 1993). Além disso, a proteina apresenta baixa funcionalidade e
o seu valor nutritivo é afetado pela presencga de hidréxido de sédio (KRISTINSSON;
RASCO, 2000).

O isolamento da quitina também tem sido realizado com o uso de enzimas
proteoliticas, 0 que possibilita a concomitante recuperacéo da proteina, diminuindo o
descarte e a poluicdo ambiental. Ao contrario do tratamento quimico, o enzimatico
nao provoca racemizacao dos aminoacidos, mantendo o valor nutricional da proteina
que pode ser utilizada tanto na alimentacdo humana como na animal (GAGNE;
SIMPSON, 1993; GILDBERG; STENBERG, 2001).

2.1.4 ASTAXANTINA

Carotendides sao pigmentos lipossoluveis amplamente distribuidos na
natureza, sendo encontrados em fungos, bactérias, em todos os tecidos de plantas
verdes, em partes de plantas ndo fotossintéticas como frutas, flores, sementes,
raizes e também em animais (SIMPSON; CHICHESTER, 1981). Apresentam ampla
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utilidade para o homem devido ao seu poder corante, que pode variar do amarelo ao
vermelho. S&o corantes naturais de frutas, vegetais, alguns peixes e crustaceos.
Podem ser adicionados aos alimentos, conferindo ou intensificando a cor em sucos
de frutas, pastas alimenticias, bebidas, doces, margarinas, queijos, salsichas e
outros. Indiretamente, através da dieta, servem para intensificar a cor da gema do
ovo, da pele do frango e do leite. Podem ainda ser usados para colorir capsulas de
medicamentos e cosméticos (KLAUI; BAUERNFEIND, 1981).

Como os carotendides nao sao sintetizados pelos animais, pesquisas tém sido
realizadas no sentido da sua incorporacao a dieta de peixes e crustaceos (OMARA-
ALWALA et al., 1985; GUILLOU; KHALIL; ADAMBOUNOU, 1995; WATHENE et al.,
1998; PANGANTIHON-KUHLMANN; MILLAMENA; CHERN, 1998). Nos crustaceos,
os carotendides ocorrem livres ou em combina¢cdo com a proteina. S&o compostos
por astaxantina, astancene, cantaxantina, astaxantina esterificada e zeaxantina
(SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991), sendo seu maior componente representado pela
astaxantina esterificada. A estrutura molecular da astaxantina esta apresentada na

Figura 3.

Aslasantina

FIGURA 3. Estrutura molecular da astaxantina
Fonte: Buchwald e Jencks (1968).

A incorporacao da astaxantina em racdes para a aquicultura tem se mostrado
efetiva na pigmentacdo de salmonideos e crustaceos, por isso, sua presenca em
exoesqueleto de camardo, lagosta, caranguejo e outros crustaceos tem sido
investigada (GUILLOU; KHALIL; ADAMBOUNOU, 1995; SIMPSON et al., 1991;
CHEN; MEYERS, 1982; MEYERS; BLIGH, 1981). Wathene et al. (1998) em sua

pesquisa, observaram aumento de intensidade da coloracdo em salmao, utilizando
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dieta contendo astaxantina. Pangantihon-Kuhiman et al. (1998), avaliando dieta para

camarao suplementada com astaxantina, observaram resultados semelhante.

A determinacdo da concentracdo de astaxantina nos crustdceos varia em
funcdo do método de extragcdo empregado e também da espécie utilizada. Oleos
vegetais e solventes sao utilizados para sua extracao, sendo o éleo mais comumente
usado por ser considerado uma boa barreira contra oxigénio, retardando a
subseqliente oxidacdo, além de ser utilizado como fonte de energia (MEYERS;
BLIGH, 1981; CHEN; MEYERS, 1982; CHEN; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991;
NEGRO; GARRIDO-FERNANDEZ, 2000).

Shahidi e Synowiecki (1991), Saito e Regier (1971) utilizaram residuo de
camardao Pandalus borealis e Solenocera melantho para extracdo de astaxantina
utilizando 6leo, obtendo 14,77 e 11,11 mg de astaxantina /100 g de residuo seco
respectivamente. Gildberg e Stenberg (2001), utilizaram extragdo em solvente no
residuo de camarao Pandalus borealis e encontraram concentragéo de 150,0 mg de
astaxantina /100 g de residuo, sendo este valor 10 vezes maior que os valores
encontrados na literatura para extragao em 6leo. Chen e Meyers (1982) encontraram
16,15 mg de astaxantina /100 g de residuos de “crayfish”, usando solvente, contra
8,0 mg de astaxantina /100 g, com extracao com 6leo.

3. HIDROLISE DE PROTEINA

Na hidrolise, as proteinas sdo quimica ou enzimaticamente clivadas em
pequenos peptideos de tamanhos diversos, obtendo-se produtos com caracteristicas
especificas, distribuicio de aminoacidos e de peso molecular variado e certa
quantidade de proteina residual intacta (LAHL; BRAUN, 1994).

Hidrolisados protéicos tém uma ampla variedade de usos na industria de
alimentos, incluindo suplementos protéicos, estabilizadores de bebidas nao alcdolica
e realgadores de flavorizantes em produtos de confeitaria. A utilizagcdo das proteinas
de alimentos hidrolisadas para elaboracdo de ingredientes protéicos funcionais e
suplemento nutricional é uma tecnologia mais recente quando comparada a 0 uso
dos primeiros hidrolisados protéicos disponiveis comercialmente, que surgiram no

final de 1940.
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Recentes avancos tém dado condi¢des aos pesquisadores para compreender
que a ligagao entre o processo e a extensao da hidrolise e os mecanismos fisico-
quimicos sao responsaveis pelas propriedades funcionais especificas da proteina
hidrolisada (KRISTINSSON; RASCO, 2000). Para se entender plenamente o
processo de hidrdlise de proteina, é importante se ter uma boa compreensao da
natureza do substrato proteina e do agente hidrolisante.

3.1 Hidrdlise quimica

A hidrolise quimica é realizada pela clivagem de ligacdes peptidicas com acido
ou base. No passado, foi o0 método escolhido pela industria, por ser relativamente
pouco oneroso e simples de se conduzir. No entanto, existem limitagdes na utilizagdo
dos seus hidrolisados como ingrediente de alimentos, além da dificuldade de controle
do processo, 0 que gera quase sempre produtos com composicao quimica variavel e
propriedades funcionais distintas (SKADERBY, 1994; BLENFORD, 1994).

A hidrélise acida pode ser realizada com uso de acidos minerais, organicos ou
por uma mistura de ambos. Os acidos minerais, como o acido cloridrico e o acido
sulfdrico, embora de baixo custo, tém a desvantagem de necessitar de neutralizagao,
antes do alimento ser consumido (OETTERER, 1994). Hidrélise acida tem sido
usada com maior frequéncia para hidrélise proteinas vegetais de baixo custo. Para
hidrolise &cida de proteina de pescado, tem-se utilizado o acido cloridrico ou em
alguns casos o sulfurico, onde as proteinas sdo completamente hidrolisadas e depois
neutralizadas a pH 7,0, podendo ser concentradas até consisténcia de uma pasta. A
hidrélise &cida resulta em uma consideravel quantidade de sal nos produtos,
decorrente da adicao de NaOH para sua neutralizacdo, o que pode tornar o produto
nao palatavel e interferir em sua funcionalidade em alimentos. Outro inconveniente
da hidrélise acida, é a destruicao do triptofano, que € um aminoacido essencial
(THAKAR; PATEL; JOSHI, 1991).

A hidrélise alcalina é realizada com solugdes de bases fortes, como NaOH e
KOH, sob aquecimento e agitacdo, resultando em produtos com baixa
funcionalidade, além de poder afetar o valor nutritivo dos hidrolisados protéicos
(KRISTINSSON; RASCO, 2000). As quatro reagbes quimicas que descrevem o que
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ocorre com as proteinas quando se utiliza alcali sdo: (1) hidrélise da ligacao
peptidica, (2) destruicdo de alguns aminoacidos (3) cross-linking e (4) racemizagao
de residuos de aminoacidos do L-aminoacidos para D-aminoacidos, que ndo sao
absorvidos pelos humanos (HAYASHI; KAMEDA, 1980)

3.2 Hidrodlise enzimatica

A hidrélise enzimatica € um método baseado na adigdo de enzimas para
clivagem das proteinas. E um processo considerado importante, usado para
aperfeicoar ou modificar as propriedades quimicas, funcionais e sensoriais da
proteina sem prejudicar o seu valor nutricional. O processo enzimético ocorre sob
condi¢des brandas, sem produzir produtos de degradacao, observados nas hidrélises
acida e alcalina (PHILLPS; BEUCHATI, 1981; GONZALES-TELLO et al, 1994). Este
tipo de hidrélise oferece vantagens porque permite um bom controle do processo e,
conseqlientemente, das propriedades dos produtos resultantes (SHAHIDI; HAN;
SYNOWIECKI, 1995). O processo de hidrélise resulta na diminuicdo do peso
molecular, aumento do numero de grupos ionizaveis e exposicdo de grupos
hidrofébicos. A combinacdo desses efeitos provoca mudanca das propriedades

funcionais de uma proteina.

A reacéo de hidrélise depende da concentragdo e especificidade da enzima,
temperatura e pH da reagdo, da extensdo da desnaturagdo da proteina nativa, da
presenca de substancias inibidoras e do grau de hidrolise (ADLER-NISSEN, 1986;
PANYAM; KILARA, 1996; TURGEON et al., 1992).

Grau de hidrélise (GH) é a medida da extensao da degradacao da hidrélise da
proteina e pode ser definido como sendo o numero de cadeias de peptidios clivados
ou como o numero dos grupos o--amino livres formados durante a protedlise,
expresso em hidrélise equivalente (h), em relacdo ao numero total das cadeias de
peptidios (hita)). Existem varios métodos para medir o grau de hidrélise, variando em
sua complexidade, precisao e exatidao, sendo eles: a medida de solubilidade em
acido tricloroacetico (TCA), determinacado do nitrogénio amino através da titulacao
com formaldeido, e reagcdo com &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) e pH-stat
(MAHMOUD, 1994).
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Os hidrolisados compostos por peptidios de baixo peso molecular tém sido
utilizados em dietas para portadores de desordens metabdlicas, e, mais
recentemente, em formulagbes destinadas ao controle de peso, para atletas e para
idosos (FROKJAER, 1994; CORDLE, 1994; SCHMIDL; TAYLOR; NORDLEE, 1994).
O hidrolisado tem sido usado em formulagcbes de dieta microencapsulada para larvas
de peixes e tem mostrado boa estabilidade, aceitacdo e desintegracdo em seu
intestino (CAHU et al, 1998; OLIVA-TELES; CERQUEIRA; GONGALVES, 1999;
KOLKOVSKI; CZENY; DABROWSKI; 2000; KOLKOVISK, 2001; CAHU; INFANTE,
2001).

Dentre as varias propriedades funcionais da proteina hidrolisada, a
solubilidade ¢é provavelmente a mais estavel, pois algumas delas, como a
emulsificagcdo e formacado de espuma, sdo afetadas por ela (WILDING; LILIFORD;
REGENSTEIN, 1984), tornando-se um excelente indicador da funcionalidade da
proteina hidrolisada (KINSELLA, 1976; MAHMOUD, 1994). InteracGes hidrofébicas e
ibnicas sao os principais fatores que influenciam as caracteristicas da solubilidade
das proteinas. Interagcbées hidrofébicas promovem interagbes proteina-proteina e
resultam na diminuicdo da solubilidade, enquanto interagdes iGnicas promovem
interacdes proteina - agua promovendo o aumento da solubilidade. A elevada
solubilidade da proteina hidrolisada se deve ao seu pequeno tamanho molecular
quando comparado com o da proteina intacta, e a exposicdo dos grupos amino
ionizaveis e carboxilicos dos aminoacidos, que aumentam a hidrofilicidade dos
hidrolisados (GAUTHIER, 1993; MAHMOUD, 1994).

3.3.Utilizacao de hidrolise enzimatica na recuperacao de residuos

Residuos do processamento industrial de origem animal, principalmente
pescados e aves, contém elevado teor de proteina de alto valor biolégico, que pode
ser recuperada e utilizada tanto na alimentagcdo humana como animal (KIJOWSKI;
NIEWIA; ROWICZ, 1985).
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O processo enzimatico possibilita a recuperagéao da proteina de produtos e de
subprodutos da industria ou ainda de espécies subutilizadas, como: carcaga do abate
de aves domésticas (FONKWE; SINGH, 1986; SUROWKA; FIK, 1994; LINDER et al,
1995), caseina (MOHMOUD; MALONE; CORDLE, 1992; LIN et al., 1997), plantas
(PARRADO et al, 1993; MONTEIRO; PRAKASH, 1996), peixes (HOYLE; MERRITT,
1994; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1995; LICEAGA-GESUALDO; LI-CHAN, 1999),
camarao e residuos (FERRER et al, 1996; SIMPSON et al, 1998; SYNOWIECKI; AL-
KHATEEB, 2000; GILDBERG; STENBERG, 2001) e residuos de lagosta e lagostin
(JASWAL, 1990; VIEIRA et al, 1995; BAEK; CADWALLADER, 1995).

Simpson et al. (1998) estudaram as condi¢des 6timas para reagao da hidrolise
do musculo de camardo fresco e congelado utilizando as enzimas quimotripsina e
tripsina. As duas enzimas produziram hidrolisados com elevado teor dos
aminoacidos alanina, prolina, glicina e arginina, considerados importantes para o
flavorizante dos crustaceos. Synowiecki e Al-Khateeb (2000), produziram hidrolisado
protéico de residuo de camardo Crangon crangon usando alcalase e obtiveram
69,2% de recuperacao de nitrogénio, apds 4 horas de reacdo a 55°C, tendo atingido
30% de grau de GH. O hidrolisado obtido apresentou alto PER, 2,99, e o perfil de
aminoacidos indicou ser uma boa fonte de aminoacidos essenciais (46,6%), podendo
ser utilizado tanto para consumo humano como animal. O hidrolisado produzido
apresentou 98% de solubilidade em pHs extremos (2,0 e 10,00 e a minima
solubilidade, 81,7%, foi observada no ponto isoelétrico (pH 4,0). Gildberg e Stanberg
(2001) obtiveram hidrolisados de residuo de camardao Pandalus borealis, utilizando

alcalase com elevado teor de aminoacidos essenciais, 40,95%.

A hidrélise enzimética além de recuperar proteina também pode reduzir o
volume de residuos (agua residuais) gerados em grande quantidade quando o
método alcalino é utilizado, além disso, 0 processo € considerado simples, eficiente e
transcorre em condi¢cdes brandas, ndo destruindo as proteinas recuperadas, pela
racemizacao e/ou outras reagbes quimicas (LAWRENCE; JELEN, 1982). Este
método nao so6 recupera a proteina como também proporciona a obtencao de outros
componentes de valor do residuo, especialmente nos crustaceos tais como a quitina

e a astaxantina. A quitina e seu derivado desacetilado poderdao ser utilizados na
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industria de alimentos com vdérias aplicagées e a astaxantina como ingrediente na
fabricacdo de racdes, especialmente na aquicultura (GILDBERG; STENBERG,
2001).

4. ENZIMAS PROTEOLITICAS

As enzimas proteoliticas podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana.
Algumas apresentam especificidade para ligagbes peptidicas nas quais participam
determinados aminoacidos, enquanto outras agem mais amplamente. De acordo
com o mecanismo de agao, as enzimas classificam-se em endo ou exopeptidades.
As exopeptidades sao enzimas que hidrolisam a proteina nas extremidades N-
terminais e as endopeptidases hidrolisam a proteina no interior da molécula,
geralmente em residuos especificos. A natureza do sitio catalitico da enzima permite
outra classificagcéo: a) serina-proteases que apresentam uma hidroxila no seu centro
ativo, incluindo-se neste grupo a quimotripsina, tripsina, elastase, protrombina e a
protease o-litica de Sorangium; b) cisteina-proteases, onde o grupamento é a
sulfidrila, incluindo as enzimas de origem vegetal (papaina, bromelina e ficina), de
origem microbiana e de animal; c) metaloproteases que contém um metal,
geralmente o zinco; d) proteases asparticas, cujo sitio ativo apresenta o grupo
carboxila do &cido aspartico, estando entre as principais enzimas deste grupo a
renina e a pepsina (LOFFLER, 1986; ADLER-NISSEN, 1986; LAHL; BRAUN, 1994).

Na industria de alimentos, as proteases sdo usadas no processamento de
diversos produtos, incluindo vinhos, cereais, leite e derivados, carne e produtos de
peixe, legumes para produgdo de hidrolisados e obtengdo de flavorizantes
(EZQUERA; GARCIA-CARRENO, 1999). Na Tabela 2 estao listadas varias enzimas
utilizadas em hidrolise protéica.

Proteases alcalinas sdo produzidas por bactérias e fungos, sendo as mais
importantes os Bacillus (licheniformes, amyloliquefacilus, firmus, megaterium e
pumilis), Streptomyces (fradiae, griseus, rectos) e fungos como Aspergillus
(niger,sojae, oryzae, flavus). As proteases deste grupo caracterizam-se por
apresentar estabilidade em pH alcalino, na faixa de 9 a 11 e sado usadas
principalmente na fabricacao de detergentes (CHEFTEL et al. 1989).
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As proteases acidas representam o segundo maior grupo das proteases de
importancia industrial. Sdo representadas pela renina e pepsina, sendo a renina
utilizada principalmente na produgédo de queijos. Apresentam atividade na faixa de
pH 2 — 4 e a catepsina D, com atividade na faixa de pH 3 a 5 (CHEFTEL et al. 1989).

Proteases microbianas demonstram ser as mais promissoras, por
apresentarem uma maior variedade de enzimas especificas quando comparadas
com as plantas e animais, e também devido ao baixo custo de produgao (LOFFLER,
1986; DINIZ; MARTINS, 1999).

TABELA 2. Enzimas usadas em hidrolise enzimatica de proteinas.

PROTEASES ORIGEM pH de maxima Temperatura (2C) de
atividade maxima atividade
proteolitica proteolitica
Microbiana
Alcalase Bacillus licheniformis 6,5-8,5 55-70
Neutrase Bacillus subtilis 55-75 45 - 55
Pronase Streptomyces griseus 7,0-9,0 37
Animal
Quimotripsina Bovina/suina 7,0-9,0 40
Pancreatina Bovina/suina 7,0-9,0 40
Pepsina Bovina/suina 2,0-4,0 40
Tripsina Bovina/suina 7,0-9,0 40
Planta
Bromelina Caule do abacaxi 5,0-8,0 50 -60
Ficina Latex de figos 5,0-8,0 30 - 50
Papaina Mamao 50-7,0 65 - 80

Fonte: Diniz e Martin (1999)

Varias proteases comerciais sdo utilizadas para solubilizar proteinas de
pescado, porém a alcalase, uma endopeptidase alcalina produzida pelo Bacillus
lincheniformis, tem sido usada intensivamente por muitos pesquisadores por ser uma
das melhores enzimas para o preparo de hidrolisados, pois 0 produto apresenta
gosto suave mesmo quando tem elevado grau de hidrolise (ADLER-NISSEN, 1986;
QUAGLIA; ORBAN, 1987; SHAHIDI; HAN; SYNOWIECKI, 1995; DINIZ; MARTIN,
1996). J& a pancreatina, uma mistura de endo e exopeptidases, tem sido mais
utilizada para produgéo de hidrolisados para fins nutricionais, por seguir o0 modelo da
digestao intestinal das proteinas (PALMER, 1985).
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Capitulo 2

CARACTERIZACAO QUIMICA DO RESIDUO INDUSTRIAL DO CAMARAO
SETE-BARBAS (Xiphopenaeus kroyeri).

RESUMO

O residuo da industrializagdo do camardo, que corresponde a
aproximadamente 70% da matéria-prima, é, em geral, destinado aos aterros
sanitarios sem qualquer tratamento, acarretando sérios problemas para o meio
ambiente. A recuperagao de seus principais componentes é uma alternativa para
sua utilizacdo e também para agregar valor a esta matéria-prima. Neste trabalho,
caracterizou-se quimicamente o residuo do processamento do camardao sete-
barbas (Xiphopenaeus kroyeri) coletado em épocas distintas. A analise quimica
(base seca) indicou a presenca de 30 a 48% de proteina, 20% de quitina e
concentracdo de astaxantina entre 2,4 e 8,39 mg/100 g, quando extraida com 6leo
de soja, e 3,53 a 12,71 mg/100 g, quando extraida com solvente. Isoleucina, acido
glutdmico, leucina e o acido aspartico foram os aminoacidos que apresentaram
maiores concentragdes. Do total de aminoacidos, cerca de 45% corresponderam
aos aminoacidos essenciais. Quanto a composicdo em &cidos graxos, observou-
se uma relacdo em torno de 1:2 para os acidos graxos saturados e insaturados e
percentuais médio de 15,42% para o eicosapentaendico (EPA) e 23,97% para o
docosahexaendico (DHA) em relacdo ao total. Os resultados obtidos indicam que
a composicao do residuo nao esta apenas associada a época da coleta, mas
condicbes de processo do camardao (descascamento) e armazenamento da
matéria-prima podem estar influenciando sua composicdo. A maior diferenca
observada entre as coletas foi no teor de astaxantina, que depende das condi¢coes
ambientais. No entanto, os teores dos componentes avaliados foram semelhantes
a residuos de outras espécies do camarado, consideradas na literatura como boas

fontes de quitina, proteina e astaxantina.

Palavras-chave: camarao; residuo; composi¢ao quimica; quitina; astaxantina; proteina.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o camardo sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri) distribui-se por
toda a costa maritima e representa uma das principais espécies comerciais entre
0os camardes marinhos. Sua captura, em 1998, foi de 13.755 t, concentrada nas
regides Nordeste, Sul e Sudeste (IBAMA, 2000). Em 1999, o volume capturado
estimado no litoral de Sao Paulo foi de 1.029 t (MAPA/DPA, 2000, € no ano de
2002, no Estado de Santa Catarina, 1.600 t (SIESPE, 2003).

O camaréo, quando nao é comercializado “in natura”, € industrializado para
obtencdo de produtos sem cabeca (cefalotérax) ou produtos descascados por
completo (cefalotérax e exoesqueleto). O cefalotérax compreende de 35 a 45% da
matéria-prima e o exoesqueleto em torno de 47%; juntos chegam a representar
cerca de 70% do peso da matéria-prima (SIMPSON; HAARD, 1985; CTTMAR-
UNIVALI, 2000). Esses residuos constituidos basicamente de cefalotérax,
exoesqueleto, visceras e restos musculares contribuem para o aumento da
poluicdo ambiental, quando descartados indevidamente, pois sua degradacao se
da de forma muito lenta (FAMINO et al, 2000; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991).

O aproveitamento do residuo do camardo, assim como do residuos de
outros crustaceos, deve-se principalmente ao seu elevado conteudo de quitina. A
quitina e seu derivado desacetilado, a quitosana, tém ampla utilizacdo na industria
de alimentos, para clarificagdo de sucos (Imeri; Knorr, 1988) e na producao de
embalagens na forma de filmes (WONG et al., 1992). Também é amplamente
utilizada nas industrias farmacéutica, téxtil, em cosméticos, em biotecnologia e na
agricultura (SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; LI et al., 1997).

Existe também interesse na recuperacdo de outros componentes do
residuo de camardo (proteina e carotendides) e dos componentes flavorizantes
(MEYERS, 1986). Uma vez recuperadas, as proteinas podem ser utilizadas como
ingredientes em formulagbes de alimentos ou ragdes, em especial para a
aquicultura (MEYERS, 1986; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991). Ja a astaxantina,
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principal carotendide presente em crustaceos, pode ser incorporada em ragdes
destinadas a salmonideos e crustdceos para promover a pigmentagao
caracteristica destas espécies (SPINELLI; LEHMAN; WIEG, 19974; CHEN;
MEYERS, 1982; MEYERS, 1986; GUILLOU; KHALIL; ADAMBOUNOU, 1995).

Os crustaceos apresentam diferencas em sua composigdo quimica em
funcéo das variagbes entre as espécies, estagio de desenvolvimento, alimentagéao
e outros fatores biol6gicos ou ambientais como temperatura da agua e maturidade
sexual ou regido de captura (KINSELLA, 1988; CHANG; TSAI, 1997). O conteudo
de carotendides (Shahidi; Synowiecki, 1991) e lipidios em residuos de crustaceos
esta relacionado a variagao da estacao, espécie, condicao fisiolégica, alimentacao
e regido de captura (KINSELLA, 1988; GORDON; ROBERTS, 1977). A
concentracao de astaxantina nos residuos de camarao depende, além da espécie,
da quantidade relativa de cefalotérax e exoesqueleto e do tratamento térmico ou
do método de desidratacao usado (MANDEVILLE; YAYLAN; SIMPSON,1992).

Andlise quimica aproximada do residuo do camardao Crangon crangon
indicou a presenca de 40,6% de proteina, 9,9% de lipidios, 17,8% de quitina e
27,5% de cinza (base seca) (SYNOWIECKI; AL-KHATEEB, 2000). Freitas et al
(2002) encontraram para farinha de residuos de camarédo sete-barbas um
conteudo de 42,69% de proteina, 2,66% de lipidios e 38,29% de cinza (base
seca). Nao foram encontrados outros estudos sobre a composicao de residuos da
industrializacdo do camardo no Brasil, que seriam dados de importancia para
avaliacdo de seu potencial para obtengdo de componentes de alto valor agregado.
Este trabalho teve como objetivo caracterizar quimicamente o residuo do camarao
sete-barbas e avaliar sua variacdo em duas épocas do ano.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Foi utilizado residuo industrial do descasque mecanico do camarao marinho
sete-barbas, fornecido pela Alpha Pescados, localizada no municipio de Guaruja,

litoral de Sao Paulo. O residuo foi lavado rapidamente sob agua corrente, triturado
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em moinho de facas modelo MA 630, congelado e liofilizado. Para total
homogeneidade das particulas, o material liofilizado foi peneirado durante 10
minutos, em peneiras vibratérias, com abertura de malha variando de 35, a 60
mesh. O residuo liofilizado foi acondicionado em potes de vidro e armazenado a —
20°C.

Foram realizadas quatro coletas, duas no ano de 2000 e duas em 2001 nos
meses de julho e dezembro, épocas de maior captura deste crustaceo.

2.2 Métodos
2.2.1 Composicao quimica aproximada

Para a determinacdo da composicdo quimica aproximada do residuo,
determinou-se a umidade do residuo e, para as demais andlises, utilizou-se o

material liofilizado. As andlises foram realizadas em ftriplicata.

Umidade, cinzas e proteinas (Nx6,25) foram quantificados de acordo com
os métodos AOAC (1990) e os lipidios totais foram determinados pelo método de
Bligh e Dyer (1959).

2.2.2 Determinacao de quitina

O teor de quitina foi determinado de acordo com Spinelli, Lehman e Wieg
(1974), em que o residuo é submetido a desproteinizacao com NaOH 2%, seguido
de neutralizacdo e desmineralizacao com HCI 5%.

2.2.3 Extracao e quantificacao de astaxantina

A extragao dos pigmentos da familia dos carotendides, reportados como
astaxantina, seguiu o procedimento metodologico descrito por Chen e Meyers
(1982), conforme ilustrado na Figura 2. Foram utilizados 6leo de soja e mistura de
solventes, éter de petréleo, acetona e &gua, na propor¢gdo 15:75:10. A
quantificacdo da astaxantina em 6leo de soja foi feita por leitura de absorbancia

em comprimento de onda de 485nm, utilizando-se espectrofotdmetro Beckman
' =2155. Na

lem

DU®-70. O valor do coeficiente de extingdo empregado foi E
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quantificacdo em solvente, a leitura foi realizada em comprimento de onda de 470
'* = 2400 (MEYERS; BLIGH, 1981). A

nm, usando coeficiente de extingdo de E,
concentracdo dos pigmentos, expressos como astaxantina, no residuo de
camaréo foi calculado pela equagéo de Kelley e Harmon (1972):

A xD
100 x Gxd x E'*

lem

[Astax] =

Onde:

[Astax] = concentragao de astaxantina em mg/100 g de residuo;
A = absorbancia;

D = volume de 6leo recuperado (mL) X dilui¢cdo;

G = peso de amostra (g);

d = largura da cubeta (1cm);

E|” = Coeficiente de extingao

EXTRACAO DOS CAROTENOIDES

éter:acetona:agua ¢ ¢ Oleo de soja

4/\

X AQUECIMENTO /agitagao
PERNOITE/10°C 90°¢/ 30 minutos
F_||_TRAQAO L Fragéo CENTRIFUGACAO
(Funil de separacéao) aquosa 11 000 g/ 4°C/10min —p residuo
EVAPORAGAO FILTRAGAO <
rota vapor/40°C (Funil de separagéo) > aF(;i%zg
LIPIDEO PIGMENTADO OLEO PIGMENTADO

FIGURA 1. Fluxograma de extracao e quantificacao da astaxantina do residuo do

camarao sete-barbas com 6leo de soja e com solvente.
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2.2.4 Acidos graxos

Para determinacdo dos &cidos graxos, os lipidios foram extraidos do
material liofilizado, seguindo o método de Bligh e Dyer (1959) e, em seguida, foi
realizada a esterificacdo metilica, de acordo com o descrito por Hartman e Lago
(1973). Os ésteres metilicos foram analisados por cromatografia gasosa em
cromatégrafo Varian 3600, com detector de ionizagdo de chama (FID) em coluna J
& W Scientific. A temperatura programada da coluna foi de 170°C a 210°C, com
taxa de aquecimento de 1°C por minuto, enquanto a do detector e do injetor foi de
250°C. A vazao do gas de arraste utilizada foi 1,0 mL/min. Os &cidos graxos foram
identificados por comparacdo dos tempos de retencdo dos componentes da
amostra, utilizando uma mistura de padrdes de marca Sigma Chemical Company
189-19. A quantificacao foi expressa em percentagem de area dos lipidios totais.

2.2.5 Aminoacidos totais e livres

A composicdo dos aminoacidos totais das amostras liofilizadas foi
determinada apos hidrolise acida com HCL 6N, a 110° C por 22 horas, de acordo
com o método descrito por Spackman, Stein e Moore (1958). Em seguida, as
amostras foram recuperadas com tampao citrato pH 2,2, para aminoacidos. Para a
determinacdo da composicdo dos aminodacidos livres, pesou-se 500 mg da
amostra liofilizada e a ela foram adicionados 4 mL de solugdo de 4acido
sulfossalicilico 3,5% (BECKMAN, 1977). As amostras foram agitadas e
centrifugadas a 7900 g a 4°C por 15 minutos e recuperadas em tampao citrato pH
2,2, para aminoacidos. Os aminoacidos totais e livres foram quantificados em
analisador automatico de troca ibnica (Thermo Separation Products Vacuum
Membrane Degasser P4000, reactor PCX 3100; Pickering Laboratories, UK), com

reacao pds-coluna, utilizando ninidrina.
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2.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas totais
do residuo e do musculo

A determinacgao do perfil eletroforético das proteinas totais do residuo e do
musculo foi realizada segundo Laemmli (1970), utilizando-se gel de separacao
com 12% de acrilamida e gel de empilhamento com 4%. A analise foi realizada a
120V em um sistema Mini-protein Il. Os pesos moleculares foram determinados
utilizando-se o padréao de marcadores LMW calibration kit (Pharmacia) : fosforilase
b (94 kDa); albumina bovina (67 kDa); ovalbumina (43 kDa); anidrase carbbnica
(30 kDa); inibidor de tripsina (20,1 kDa) e o lactoalbumina (14,4 kDa).

2.2.7 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por analise de variancia e as diferencas
entre as médias das amostras, pelo teste de Tukey (Cockran; Cox,1957),
utilizando-se o programa computacional Statistica 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicao quimica

O residuo “in natura” do camardo sete-barbas apresentou nas quatro
coletas realizadas teores de umidade (9/1009) de
86,69 + 0,29, 88,40 + 1,42, 86,82 £ 0,59 e 89,86 + 0,25, respectivamente.

Os resultados obtidos para composicao quimica do residuo liofilizado do
camarao sete-barbas nas quatro coletas estao apresentados na Tabelal.
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TABELA 1. Composigao quimica (g/100 g) do residuo industrial do camarao sete-

barbas liofilizado nas quatro coletas realizadas.

COLETAS
Componentes  Julho/2000 dezembro/2000 Julho/2001 dezembro/2001 Média
Umidade®® 7,30 + 0,09 7,56 + 0,05° 6,84 + 0,082 6,45+ 0,182 7,04
Proteina "%° 41,94+0,89°  31,28+1,00° 29,73+0,16°  48,14+0,49° 37,77
Lipidios "%° 3,75+0,21° 3,44 +0,08° 3,28 +0,08° 367+0,08 3,54
Cinza "?* 33,03+0,98° 37,16 + 2,20 39,56 +0,44°  31,98+137° 3543
Quitina "#° 19,20+0,36° 21,08 + 0,43 19,44 £057°  19,92+0,37° 19,91

" Valores em base seca.

% Média de trés determinagdes * desvio padrao.

® Valores com letras diferentes na mesma linha s&o significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (P<0,05).

O teor de proteina bruta das amostras liofilizadas,
de 30 a 48%
Comparando-se com os dados da literatura, os resultados obtidos neste trabalho

nas quatro coletas,

variou e apresentaram diferenca estatistica (p< 0,05).
para as coletas um e quatro situam-se nas mesmas faixas de valores reportadas
para residuo do camarao de algumas espécies, como Crangon crangon, Penaeus
ssp e Pandalus borealis com 40,6; 47 e 41,9%, respectivamente (IBRAHIM,;
SALAMA; EL-BANNA, 1999; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; SYNOWIECKI; AL-
KHATEEB, 2000). Assim como, para farinha do residuo do camardo sete-barbas

(Xiphopenaeus kroyeri) 42,69%, descrito por Freitas et al (2002).

As médias para os lipidios totais variaram de 3,3 a 3,8% e nao
apresentaram diferenca (p>0,05) entre as coletas. Quando Comparados com a
literatura, esses resultados foram superiores ao encontrado por Freitas et al (2002)
em farinha do residuo do camaréo sete-barbas 2,66%, e inferiores para residuo do
camarao das especies: Solenocera melantho (8,4%) e Crangon crangon (9,95%)
(CHAN; TSAI, 1997; SYNOWIECK; AL-KHATEEB, 2000).
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Os conteudos médios encontrados para cinza situaram-se entre 32 e 39,6%
e os valores encontrados nas coletas um e quatro apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) das coletas dois e trés. Valor semelhante para a farinha de
residuos da mesma espécie foi reportado por Freitas et al (2002), 38,29%.
Synowiecki e Al-khateeb (2000), Gildberg e Stenberg (2001) encontraram médias
de cinza para o residuo de camarao das espécies Crangon crangon e Pandalus
borealis, 26 e 27,5%, respectivamente. Chang e Tsai (1997) encontraram para a
espécie Solenocera melantho, 40% de cinzas.

Os teores de quitina variaram de 19,2 a 21,1% e foram similares aos
valores obtidos para as espécies Pandalus borealis (17%), Crangon crangon
(17,8%) e Solenocera melantho (23,3%), reportados por Chan e Tsai (1997),
Shahidi e Synowiecki (1991) e Synowiecki e Al-Khateeb (2000), respectivamente.

Consideraveis diferencas na composicao quimica de crustaceos podem
ocorrer com as variagdes de espécie, época do ano e local da captura,
temperatura da agua, maturidade sexual e alimentagcao (KINSELLA, 1988; CHAN;
TSAI, 1997). Em relagédo aos residuos, o tipo de processamento utilizado também
pode influir em sua composi¢do. A variabilidade aqui observada no teor protéico
pode ser atribuida a pardmetros de processo, como ajuste na maquina de

descascamento, resultando em maior quantidade de musculo no residuo.

3.2 Astaxantina

A quantificacdo da astaxantina (Tabela 2) mostra que a extragdo com
mistura de solventes foi de 30 a 80% mais efetiva que com 06leo, apresentando
concentracao de 3,53 e 12,71 mg de astaxantina/100 g de residuo (b.s), enquanto
que na extracdo com 6leo, a concentragdo variou entre 2,45 a 8,34 mg de
astaxantina /100 g de residuo. Nao foi possivel relacionar a grande diferenca
observada nos teores de astaxantina entre as coletas a época do ano, pois as
coletas do més de julho (inverno no hemisfério sul), apresentaram o maior e o

menor valores encontrados, enquanto as coletas realizadas em dezembro
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apresentaram valores semelhantes entre si. A quantidade de pigmentos depende
dos carotendides disponiveis na alimentacdo dos crustaceos, assim como das
condicdes de vida e da regido de captura (SHAHIDI; SYNOWIECKI 1991). Shahidi
e Synowiecki (1991) obtiveram 14,8 mg de astaxantina /100 g de residuo para
residuo do camardo Pandalus borealis, enquanto Saito e Regier (1971)
encontraram 11,1 mg de astaxantina/100 g do residuo, para o0 camarao
Solenocera melantho. Em ambos os casos, foi utilizada extracdo com 6leo de

bacalhau.

TABELA 2. Concentracdo de astaxantina no residuo do camardo sete-barbas
utiizando 6leo ou solvente como meio de extracdo. Valores

expressos como mg de astaxantina/100 g de residuo seco.

COLETAS

EXTRACAO Julho/2000 dezembro/2000 julho/2001 dezembro/2001 média

OLEO"*? 8,39+3,85° 437+529° 245+1,76° 4,9+2,00° 5,03

SOLVENTE"?3 12,71 +1,60° 564+0,23° 3,53+1,20° 9,17+8,70° 7,76
Razao de extracao

SOLVENTE/OLEO 1,52 1,29 1,44 1,87 1,53

'Valores em base seca.

’Média de trés determinagdestdesvio padrao

® Valores com letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p<0,05).

3.3 Composicao dos acidos graxos

A composigao dos acidos graxos do residuo da industrializagdo do camarao
sete-barbas esta apresentada na Tabela 3. Os acidos graxos identificados que

apresentaram maior concentragdo foram: C22:6mw3 (DHA) , C16:0 , C20:503
(EPA), C18:1m9 , C20:4m6 e C18:0. A porcentagem dos acidos graxos saturados

em relacdo ao total variou de 26 a 32% e dos insaturados de 67 a 74%. Valores
semelhantes foram reportados por Bragagnolo e Rodriguez-Amaya (2001) para
musculo da mesma espécie estudada no presente trabalho, Xiphopenaeus kroyeri:

34% para os saturados e 66% para os insaturados. Ibrahim, Salama e El-Banna
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(1999), analisando separadamente o cefalotérax e exoesqueleto da espécie
Penaeus ssp, encontraram 38 e 40%, de acidos graxos saturados e 62 e 60%
para os insaturados.

TABELA 3. Composicao dos principais acidos graxos do residuo do camarao
sete-barbas.

COLETAS

A ~; 1,2

Acidos Graxos ™ ,1ho/2000 _dezembro/2000 _julho/2001 _dezembro/2001 __média
Saturados
C14:00 0,96+0,13*  1,28+0,10° 1,17+0,06° 0,97 +0,08° 1,09
C16:00 15,13+ 0,26° 18,48+0,49° 14,49+0,30° 13,50+0,97° 15,40
C18:00 8,38+0,76° 892+0,24° 8,09+0,13°  8,42+0,47° 8,45
z 24,46 28,68 23,74 22,88
Mono-insaturados
C16:10)7 3,62+0,16° 595+0,13" 4,99+0,11°  461+0,12° 5,47
C18: 1009 6,99+0,08° 7,73+0,30° 7,89+0,03° 11,89+0,60° 8,63
C20: 1609 124+0,04° 1,3240,02° 1,25+0,04*  156+0,45° 1,34
z 11,85 14,99 14,13 18,05
Polinsaturados
C18:2(06 3,29+0,02° 572+0,13° 3,24+0,13°  276+025° 3,75
C18:308 1,80+£0,01° 1,59+0,07° 1,02+0,19°  0,81+0,09° 1,31
C20: 406 780+0,18° 7,06+0,12® 7,09+0,10°  6,77+0,36" 7,18
C20:53 11,61£0,23° 12,01+0,08° 13,71+0,40° 1554 +0,52° 13,22
C22:6(03 19,94 +1,23® 1846+0,12° 22,25+0,54* 21,36+1,20% 20,50
> 44,43 44,83 47,30 47,23
TOTAL 80,74 88,50 85,17 88,16
Saturados (%) 30,29 32,41 27,83 25,95
Monoinsaturados (%) 14,68 16,94 26,59 20,47
Polinsaturados (%) 55,03 50,66 55,54 53,57
Insaturados (%) 69,71 67,59 72,14 74,05
EPA (%) 14,40 13,57 16,10 17,62
DHA (%) 24,70 20,86 26,12 24,23
POLI/SAT (%) 1,82 1,56 1,99 2,06

"Média de trés determinacdes + desvio padrao.
2 Valores com letras diferentes na mesma linha s&o significativamente diferentes pelo teste de

Tukey (p<0,05).
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Os teores dos acidos graxos polinsaturados, em relagdo ao total,
encontrados para o residuo de camarao Xiphopenaeus kroyeri, especialmente
para EPA+DHA, variaram de 39 a 42% do total dos &cidos graxos. Analisando
apenas o0 musculo de camardo de mesma espécie, Bragagnolo e Rodriguez-
Amaya (2001) obtiveram um percentual de 27% (b.s). Shahidi e Symowiecki
(1991) para o residuo da espécie Pandalus borealis, 31%, enquanto Krzynowek e
Panunzio (1989), obtiveram uma variagdo de 29 a 41%, para musculos de
diferentes espécies de camardo. Segundo Sargent, Mcevoy e Bell (1997) os

organismos aquaticos marinhos requerem para sua nutricdo acidos graxos 3.

Estes, geralmente, sdo fornecidos através de dieta natural ou através de dietas
com incorporacdo de Oleo de peixe ou concentrados enriquecido com esses
acidos graxos

3.4 Composicao dos aminoacidos

A Tabela 4 apresenta a composi¢cdo dos aminoacidos totais do residuo do
camardao sete-barbas. Verificou-se que o0s aminoacidos isoleucina, 4&cido
glutamico, leucina e acido aspartico exibem maiores concentracdes, sendo o acido
glutdmico o aminodcido que apresentou maior valor, 15,52 g/100 g de proteina,
seguido da isoleucina com 10,71 g/100 g de proteina. Meyers (1986) encontrou
6,20% de isoleucina para a farinha de residuo do camarao. Synowiecki; Al-kateeb
(2000) encontraram para a proteina hidrolisada do residuo do camardao Crangon
crangon, 13,2% de isoleucina+leucina. Os teores dos aminoacidos essenciais,
mostrado na Tabela 4 para histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina+cisteina,
fenilalanina+tirosina, foram superiores quando comparados ao padrdao de
referéncia da FAO/WHO de1990 estabelecidos para adultos humanos. Shahidi e
Synowiecki (1991) encontraram 40,4% de aminoacidos essenciais em residuo de
camarao da espécie Pandalus borealis. lbrahim, Salama e EI-Banna (1999)
encontraram para a composicdo de aminoacidos totais do cefalotérax e do
exoesqueleto de camardao Penaeus ssp 54,3 e 71,6%. Desse total, 39 e 38,1%

representaram os aminoacidos essenciais.
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TABELA 4. Composi¢cdo dos aminoéacidos totais em (g/100 g de proteina) do
residuo do camardao sete-barbas e do padrdao de referéncia da
FAO/WHO™*.

COLETAS
Aminoacidos'?  Julho/2000 dezembro/2000 julho/2001 dezembro/2001 média FAO/WHO*
Asp 8,16 £0,08° 8,42+0,23°° 8,87+0,19° 941+0,39° 8,72
Glu 12,50 £ 0,21° 15,52+ 0,15* 12,53 +0,59° 13,74+ 0,50° 13,57
Ala 4,95+0,06° 4,81+0,14° 519+0,25° 574+0,18 5.17
Arg 593+0,13%° 6,19+0,12* 6,27+0,10° 5,63+0,31° 6,01
Phe + Tyr* 7,39+0,05° 7,37+0,02° 7,80+0,23 7,21+0,12"° 7,44 1,9
Gly 578+0,12° 6,56+0,25° 6,41+0,33° 575+0,21° 6,13
His* 1,99+0,08° 2,08+0,05° 266+0,31° 2,29+0,04° 2,26 1,6
lle* 10,31 £0,22° 9,42+0,06° 9,48+0,37° 10,71+0,28° 9,98 1,3
Leu* 8,59+0,18° 7,25+0,53° 7,840,37° 858+0,14° 8,07 1,9
Lys* 4,91+0,07° 4,93+059° 544+024° 6,46+0,19° 544 1,6
Met+ Cys* 3,78+0,08° 4,65+0,22° 439+0,17%° 422+0,17° 4,26 1,7
Pro 3,47+ 0,11 425+0,16*° 3,82+0,18% 463+0,13° 4,04
Ser 419+0,06° 5,72+0,12° 457+0,23° 439+0,16° 4,72
Thr* 4,28 +0,08° 4,24+0,53° 337+0,11° 365+0,12*° 3,89 0,9
Val * 4,05+0,09° 4,79+0,23* 4,68+0,28°° 4,00+0,00° 4,38 1,3
TOTAL 90,28 96,20 93,32 96,41 94,09
AAE/AAT® (%) 44,84 41,01 43,36 44,16 43,35

' Média de trés determinagbestdesvio padrao.
% Valores com letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes pelo teste de

Tukey (p<0,05).

8 AAE/AAT=amino4cido essencial/aminoacido total.
*aminoacidos essenciais.

* FAO/WHO, 1990.
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O total dos aminoéacidos livres presentes no residuo do camarao sete-
barbas (Tabela 5) mostrou valores semelhantes para a primeira e a quarta coletas
(7,60 e 6,32 g/100 g de proteina) e para a segunda e a terceira (3,54 e 4,22 g/100
g de proteina). Dentre esses aminoacidos, a arginina, glicina, lisina, alanina e
leucina foram os que apresentaram quantidades mais expressivas e, juntos, foram
responsaveis por 51% do total dos aminoacidos livres. Do total de aminoacidos
livres, os essenciais representaram no minimo 44,08 e no maximo 47,76%.
Mandeville, Yaylaya e Simpson (1992) estudaram a composi¢édo dos aminoacidos
livres de residuos de camarao comercial, “in natura” e cozido, obtendo um total de
9,45 e 8,04 g/100 g de proteina, com os aminoacidos essenciais correspondendo
a 34,67 e 42,87%, respectivamente. Os aminoacidos predominantes foram a
prolina, arginina, fenilalanina, que representaram 84% do total de aminoacidos
livres. A arginina foi 0 aminoacido que apresentou maior concentragao 0,84 g/100
g de proteina, sendo este superior aos valores encontrado por Mandeville, Yaylaya
e Simpson (1992) para residuos de camardo cru e cozido, 0,39 e 0,36 g/10g de
proteina, respectivamente. Segundo Cobb; Vanderzant e Kamuluddin (1974), a
concentracdo de arginina livre € um indicador da qualidade do residuo, j4 que
esse aminoacido usualmente se decompde em ornitina e uréia pela enzima

arginase, como resultado das condicdes de um longo armazenamento.
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TABELA 5. Composicao em aminoacidos livres (g/100 g de proteina) do residuo
do camarao sete-barbas.

COLETAS
Aminoacidos'®  Julho/2000 dezembro/2000 julho/2001  dezembro/2001 Média
Asp 0,12 +0,03° 0,00% 0,03+0,00a 0,06 +0,02a 0,05
AGlu 0,33+£0,04° 0,19+0,022 0,20+0,02*  037+0,06° 027
Ala 0,81+£0,09° 0,35+0,02° 0,40+0,04> 0,66+0,00° 0,56
Arg 1,05+0,09° 054+0,01® 0,93+0,03° 085+0,08° 084
Phe+ Tyr* 0,83+0,08%  0,38+0,02° 0,46 + 0,03 0,51+ 0,04* 0,55
Gly 0,93+0,10° 045+0,02° 0,40+0,05®°  085+0,06° 0,66
His* 0,14+£0,01*  0,06+0,00° 0,10+0,000  0,12+0,01* 0,11
lle* 0,33+£0,05° 0,12+0,03° 0,13+0,01*  0,17+0,02° 0,19
Leu* 0,71+0,08%  0,35+0,01° 0,30+0,03  0,50+0,01* 0,47
Lys* 0,86+0,32*  0,41+0,02* 0,53 +0,05° 1,10+0,11* 0,73
Met + Cys* 0,21+0,01*  0,12+0,01°®  0,13+0,01°®  0,19+0,01* 0,16
Pro 0,33+0,01*  0,1940,02®  0,17+0,00° 0,23+0,04® 0,23
Ser 0,02+0,00°  0,03+0,00° 0,00° 0,15+0,01* 0,05
Thr* 0,50 £0,04°  0,22+0,01°  0,27+0,02° 0,27+0,02® 0,32
Val* 0,43+£0,04° 0,13+0,01°  0,17+0,01®  0,29+0,03° 0,26
TOTAL 7,60 3,54 4,22 6,32
AAL-E/AAL-T (%)° 47,76 46,05 44,08 46,52
AAL/AAT* (%) 8,42 3,68 4,38 6,55
AAL-E/AAT® (%) 3,65 1,57 1,85 2,87

"Média de trés determinagfestdesvio padrao.

% Valores com letras diferentes na mesma linha s&o significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p<0,05).

SAAL-E /AAL-T= Aminodcidos livres essenciais/Aminoacidos livres totais

*AAL/AAT=Aminoé&cidos livres/Aminoacidos totais (Tabela 4).

f’AAL-E/AAT: Aminoacidos livres essenciais/Aminoacidos totais (Tabela 4).
Aminodcidos essenciais
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3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas totais do
residuo e do musculo do camarao.

Os perfis eletroforéticos das proteinas do residuo e do musculo do camarao
sete-barbas estao apresentados na Figura 2. Algumas fracdes do musculo (linha
6), tropomiosina, actina, a - tropomiosina, miosina de baixo peso -1, troponina -C e
miosina de baixo peso -2 foram identificadas a partir de seus pesos moleculares,
67, 45, 35, 25, 20 e 18 kDa, respectivamente (PORZIO; PEARSON, 1977). As
proteinas do residuo apresentaram perfil semelhante ao das proteinas do
musculo. Observaram-se duas cadeias polipeptidicas de aproximadamente 87 e
43 kDa com maior intensidade de cor e outras seis bandas fracamente coradas
com peso molecular entre 43 e 20 kDa. Nas linhas 2 e 3, correspondentes a
primeira e segunda coletas, observa-se uma coloragdo mais intensa na parte
inferior do gel (PM < 20,1 kDa), sugerindo a presenca de peptideos de baixo peso
molecular, resultado, possivelmente, da autdlise.

Actina

—— o-Trobomiosina

' Tropomiosina
—-

— Miosina de baixo peso 1
__ Troponina C

! —— MIosIna de baixo peso 2

FIGURA 2. Perfil eletroforético das proteinas totais dos residuos e do musculo.Linhas: (1)
marcadores de peso molecular (Sigma Pharmacial), (2) 12 coleta, (3) 22
coleta, (4) 32 coleta e (5) 42 coleta e (6) musculo.
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4. CONCLUSOES

O residuo da industrializacdo do camarao sete-barbas apresentou como
principais componentes, a proteina, com variagdo de 30 a 48%, e a quitina, com
cerca de 20%, semelhantes a composicao do residuo de outras espécies de
camarao. A maior concentracao de astaxantina obtida no residuo deu-se por meio

da extragdo em solvente, cerca de 7,8 mg de astaxantina/100 g de residuo seco.

Os acidos graxos polinsaturados foram predominantes, principalmente o
EPA e DHA, representando em média 15 e 23%, respectivamente do total.

O perfil aminoacidico da proteina do residuo do camardo sete-barbas
apresentou um percentual de aminoacidos essenciais em torno de 45%, podendo

ser considerado uma fonte de proteina de boa qualidade.

Os resultados obtidos indicam que a composicdo do residuo ndo esta
apenas associada a época da coleta, mas condicées de processo do camarao
(descascamento) e armazenamento da matéria-prima podem estar influenciando
sua composicdo. A maior diferenca observada entre as coletas foi no teor de
astaxantina, que depende das condicoes ambientais. Os teores dos componentes

avaliados foram semelhantes a residuos de outras espécies de camarao,
consideradas na literatura como boas fontes de quitina, proteina e astaxantina.
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO DA RECUPERACAO DA FRAGCAO
PROTEICA DO RESIDUO INDUSTRIAL DO CAMARAO
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO DA RECUPERACAO DA FRAGAO PROTEICA DO RESIDUO DO
CAMARAO SETE-BARBAS (Xiphopenaeus kroyeri)

Resumo

Este trabalho teve por objetivo otimizar o processo de hidrélise enzimatica
para recuperacdo da fragdo protéica do residuo do camardo sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyeri), utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta. Foi
utilizado um planejamento experimental composto 22 para estudar os efeitos da
relacdo enzima/substrato E/S (0,18 a 5,83%) e da temperatura (45,9°C a 74,1°C)
na recuperacao da proteina (RP) e no grau de hidrélise (GH). O fator que
apresentou maior efeito na recuperacao de proteina foi a relagdo enzima/substrato
(E/S). As melhores condicbes para o processo ocorreram na regido de E/S na
faixa de 2,5 a 5,5% e temperatura na faixa de 55° a 60°C, em que se obteve maior
recuperagdo de proteina e maximo grau de hidrélise. Os coeficientes de
determinacao foram de 0,96 para o grau de hidrélise e 0,85 para a recuperacao de
proteina, sendo o modelo obtido estatisticamente significativo para ambas as
respostas e adequado, portanto, para verificagdo de tendéncias tanto para a
recuperacgao da proteina como para o grau de hidrdlise.

Palavras chaves: camardo, residuo, proteina, alcalase, superficie de resposta.

1. INTRODUCAO

O aumento significativo de residuos gerados pelo processamento de
crustaceos proveniente da captura e da aquicultura tem se tornado um problema
ambiental devido ao seu acumulo e descarte inadequado, de modo que sua
melhor utilizacdo diminuiria esse transtorno. Esses residuos contém proteina,
quitina, astaxantina, entre outros componentes de consideravel potencial
econdmico. Mundialmente, cerca de 45% dos pescados processados sao
constituidos por camardo e, consequentemente, a maior fragcdo do residuo €

composta de exoesqueleto e cefalotérax. (IBRAHIM; SALAMA; EL-BANNA, 1999).
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A andlise aproximada do residuo do camarao sete-barbas (Xiphopenaeus
kroyeri) indicou a presenca de 41,3% de proteina (HOLANDA; NETTO, 2001).
Para o residuo do camarao Crangon crangon, Synowiecki e Al-Khateeb (2000)
obtiveram 40,0% de proteina e para as espécies Penaeus ssp e Pandalus borealis
foram encontrados 47% e 41,9% de proteina, respectivamente (SHAHIDI;
SYNOWIECKI, 1991; IBRAHIM, SALAMA; EL-BANNA, 1999).

O elevado teor protéico dos residuos de camarao tem despertado grande
interesse em sua recuperacao. Enzimas proteoliticas tém sido utilizadas para a
recuperagao da proteina na forma de hidrolisados protéicos, que tém uma ampla
possibilidade de utilizacdo tanto na alimentagdo humana como na animal,
particularmente na aquicultura. A fragéo protéica obtida de residuos de crustaceos
apresenta um bom balanceamento em sua composi¢do de aminoacidos, com alto
teor de aminoacidos essenciais (SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; LAHL, BRAUN,
1994; VENUGOPAL, 1994; IBRAHIM; SALAMA; EL-BANNA, 1999; SYNOWIECKI;
AL-KHATEEB, 2000; GILDBERG; STENBERG, 2001).

Estudos reportaram resultados positivos no crescimento e ganho de peso
de larvas juvenis de peixe e com a utilizagdo de hidrolisados de peixe na dieta.
Esse efeito positivo pode ser atribuido ao aumento da digestibilidade protéica
devido a hidrélise e também devido aos aminoacidos livres liberados durante o
processo de hidrélise, que agem como atrativo para algumas espécies (BERGE;
STOREBAKKEN, 1996; CAHU et al., 1998; TELES; CERQUEIRA; GONGCALVES,
1999; KOLKOVSKI; CZENY; DABROWSKI, 2000).

A busca pela otimizagdo da reagao de hidrélise em residuos tem levado
pesquisadores a utilizarem a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) para
investigar a influéncia das variaveis na reacdo (GAGNE; SIMPSON, 1993;
SUROWKA; FIK, 1994; BAEK; CADWALLADER, 1995; CHANG; TSAIl, 1997;
SIMPSON et al. 1998). A MSR consiste em um grupo de procedimentos
matematicos e estatisticos que sao usados para estudar relacées entre uma ou
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mais respostas (varidveis dependentes) e um numero de fatores (variaveis
independentes) (DINIZ; MARTIN, 1996).

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) define o efeito das
variaveis independentes, sozinho e em combinacdes no processo. Mediante o uso
sistematico das variaveis, essa metodologia experimental oferece um modelo

matematico que descreve precisamente o processo total (DINIZ; MARTIN, 1996).

O objetivo deste estudo foi investigar, através da (MSR), as melhores
condicdes para recuperacao de proteina do residuo do camarao sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyer), usando a enzima proteolitica alcalase.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Foi utilizado o residuo do descasque mecénico do camarao marinho sete-
barbas (Xiphopenaeus kroyeri), proveniente da industria de processamento Alpha
Pescados, localizada no Guaruja, litoral de Sao Paulo. O residuo foi lavado sob
agua corrente, triturado em moinho de facas (modelo MA 630), embalado em

sacos plasticos e congelado a —20°C até sua utilizagao.

Utilizou-se alcalase 2,4 L (Novo Nordik), com atividade declarada de 2,4
Anson unidades por grama (AU/g), temperatura 6tima entre 55 e 70°C e pH 6timo
entre 8,0 e 8,5, fornecida gentilmente pela Prozyn (S&o Paulo-Brasil). Todos os

demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 Métodos

2.2.1 Composicao centesimal

Umidade, cinzas e proteina (Nx6,25) foram quantificados segundo AOAC
(1990) e os lipideos totais foram determinados de acordo com a metodologia

proposta por Bligh e Dyer (1959).
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2.2.2 Hidrolise enzimatica do residuo do camarao sete-barbas

O residuo foi diluido em agua destilada na proporgao 1:1 (p/v), em um
reator de vidro encamisado. A mistura foi aquecida para cada condigdo do
experimento e o pH equilibrado a 8,5 pela adicao de solugdo de NaOH 1N. Em
seguida, a enzima foi adicionada e a reagdo monitorada, utilizando-se o método
do pH-stat, com uso do titulador automatico Metler modelo DL 25, com sistema de
agitacdo. A reacao de hidrélise foi conduzida até a estabilizacdo do grau de
hidrélise (GH), considerado GH maximo, que foi calculado segundo a equacao 1
(ADLER-NISSEN,1986). Finalizada a hidrélise, a enzima foi inativada por
aquecimento da mistura de reagao a 90°C, por 5 minutos, seguida de resfriamento
até temperatura ambiente. A fracdo insoluvel foi separada por centrifugacdo a
16000 x g, a 4°C, por 15 minutos. O sobrenadante, contendo hidrolisado
protéico, foi congelado a -20°C e posteriormente foi utilizado um liofilizador (marca
Edwards, série 771). O fluxograma da hidrélise enzimatica esta apresentado na
Figura 1.
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RESIDUO

AJUSTE DE pH
alcalase

—

HIDROLISE
(T epH 8,5)

INATIVACAO ENZIMATICA
(900°C/5 minutos)

CENTRIFUGACAO
16000 x g/4°C/15 minutos

FRACAO INSOLUVEL PROTEINA HIDROLISADA

LIOFILIZACAO

PROTEINA HIDROLISADA
LIOFILIZADA

FIGURA 1. Fluxograma de recuperacdo da fragcdo protéica do residuo do
camarao sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri).

O grau de hidrélise (GH) foi definido por Adler-Nissen (1986) como sendo o
numero de liga¢des peptidicas hidrolisadas expresso em equivalentes de hidrolise
(h), em relacao ao numero total de ligacbes peptidicas antes da hidrélise (hiotar). O
hwtar € equivalente a composicdo de aminoacidos da proteina, expressado em

mmol/g de proteina e determinado utilizando-se a equagéao 1:

o100 = BN 00 )
MPxa x h

total

GH =

total
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onde B é o volume de &lcali consumido para manter o pH constante durante a
reacao (mL); N, € a normalidade da solugdo de alcali (N); MP é a massa de
substrato (g de proteina, determinada em Nx6,25) e o, a média dos grupos a-NHz

liberados durante a hidrélise, determinado pela (equacéo 2):
1 (2)
ERETSTST

onde pH é constante e pK varia com a temperatura na qual a reagao é conduzida.
O valor de pK, de acordo com Steinhart; Beychok (1964, apud DINIZ; MARTIN,
1996), pode ser estimado para uma faixa de temperatura (K) usada nos
experimentos de hidrélise pela equacéo (3):

(298-T)

K=78+——"7"" X 2400
P 298xT ®)

onde T é a temperatura em graus Kelvin.
2.2.3 Recuperacao de proteina
A recuperacao de proteina foi definida como:

mg de proteina no sobrenadante

RP(%) = x100 “4)

mg de proteina no residuo

A proteina foi determinada no sobrenadante e no residuo pelo método
semi-micro Kjeldhal (AOAC, 1990).

2.2.4 Composicao de aminoacidos

A composicdo de aminoacidos foi determinada apéds hidrolise &cida com
HCI 6N, a 110° C por 22 horas, de acordo com Spackman, Stein e Moore (1958).
As amostras foram recuperadas em tampao citrato pH 2,2 para aminoécidos
(Marca Pickering) e analisadas em analisador automatico de troca ibnica (Thermo
Separation Products Vacuum Menbrane Degasser P 4000, reactor PCX 3100;

Pickering Laboratories, UK), com reagao pds-coluna, utilizando ninidrina.
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2.2.5 Planejamento experimental das condi¢oes de hidrélise

A Metodologia de Superficie de Resposta foi usada para estudar a
influéncia das variaveis temperatura (T) e da relagdo enzima /substrato (E/S) no
grau maximo de hidrélise (GH) e na recuperacao de proteina (RP) do residuo de
camardao usando a protease microbiana alcalase. As condi¢cdes da reacdo de
hidrélise utilizadas estdo apresentadas na Tabela 1. Os valores dos pontos axiais
— o e + a foram obtidos pela equagédo 5 utilizando-se o valor do o (1,41) e os
valores dos niveis codificados -1 e +1. Foi realizado um planejamento

experimental composto 2% com trés repeticdes do ponto central (Tabela 2).

e {Xf ‘(#j/ (% ﬂ 5)

TABELA 1. Parametros de hidrélise e niveis do planejamento experimental para

as superficies de resposta.

Niveis
Variaveis - -1 0 +1 + o
independentes
(E/S) % 0,18 1 3 5 5,83
Temperatura (°C) 45,9 50 60 70 74,1

o= (2”)”4=1 ,41, onde n= nimero de variaveis independentes.
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TABELA 2. Matriz do planejamento experimental das variaveis independentes.

Ensaio E/S (%) T(°C)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 -0 0
9 +0 0

10 0 -0
11 0 +0,

Os experimentos foram conduzidos em duplicata e as determinagdes

analiticas em triplicata.
2.2.6 Analise estatistica

As equaclbes da superficie de resposta foram obtidas usando o software
STATISTICA 5.0 (Statsoft).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢ao quimica do residuo (base seca) apresentou 48,14% =+ 0,49
de proteina, 3,79% =+ 0,08 de lipidios e 31,98% + 1,37 de cinza.

O valor de hyg utilizado para o calculo do grau de hidrélise foi estimado a
partir da composi¢cdo de aminoacidos das proteinas do residuo do camaréo sete-
barbas (Tabela 3), obtendo-se o valor de 7,65 meqg/g de proteina (Nx6,25)
(ADLER-NISSEN, 1986).
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Tabela 3. Composi¢do de aminoacidos totais em (g/100 g de proteina) de residuo

do camarao sete-barbas®.

Aminoacidos Composicao (g/100 g de poteina)
Asp 9,41 £ 0,39
Glu 13,74 £ 0,50
Ala 5,74+ 0,18
Arg 5,63 £ 0,31
Cys 1,43 + 0,06
Phe 4,09+0,12
Gly 5,75 0,21
His 2,29 + 0,04
lle 10,71 £0,28
Leu 8,568 0,14
Lys 6,46 £ 0,19
Met 2,79+0,17
Pro 4,63 +0,13
Ser 4,39+0,16
Tyr 3,12+ 0,11
Thr 3,65+0,12
Val 4,00 £ 0,09

* Média de trés determinacdes + desvio padréo.

Na Figura 2, estdo apresentadas as curvas de hidrélise do residuo de
camarao com alcalase dos 11 ensaios realizados. Observou-se, nos primeiros 20
minutos, altas velocidades de reagéo, seguidas de reducéo, atingindo um patamar
onde nao mais foi observado aumento do grau de hidrélise. Verificou-se também
que apos os 10 primeiros minutos, os ensaios 1, 2, 3, 8 10 e 11 apresentaram
menor aumento do GH, quando comprados aos ensaios 4, 5,6, 7 e 9, o que
pode estar relacionado com as condicoes de hidrolise utilizadas, E/S e
temperaturas baixas ou elevadas. Curvas de hidrdlise similares tém sido
reportadas para hidrélise de proteinas de peixe (MACKIE, 1982; YU; FAZIDAH,
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1994; SHAHIDI et al., 1995; BENJAKUL; MORRISSEY, 1997; GESUALDO-
LICEAGA; CHAN-LI, 1999), hidrolises do residuo de lagostin (BAEK;
CADWALLADER, 1995), de residuo de lagosta (VIEIRA et al., 1995), de residuo
de peru (FONKWE; SINGH, 1996) e para caseina (MOHMOUD; MALONE;
CORDLEL, 1992).

—A—ET
14 - E2
E3
12 —A—F4
10 - —¢—E5
—e—E6
2 8 ——E7
(:E 6 - ——E8
E9
41 —e—E10
2 —e—E11

0 w \ \ \ \ \ \ \

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (min)

FIGURA 2. Curvas de hidrélise do residuo do camardao sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyeriy com alcalase (para condi¢des de cada
ensaio, ver Tabela 2).

Existem vérias explicagcbes possiveis para este tipo de progresso das
curvas. De acordo com Adler-Nissen (1986), a diminuicdo da velocidade é
resultado da competicdo entre o substrato original e os peptideos produzidos
durante a hidrélise. Para O’Meara e Munro (1984), este tipo de curva é resultado
da rapida clivagem das ligacbes peptidicas durante o estagio inicial da reacao de
hidrélise e reducdo da velocidade da clivagem das ligagcbes menos susceptiveis.
Archer et al. (1973) consideraram que o perfil da curva era devido a rapida
adsor¢cdo da enzima na superficie do substrato, levando a solubilizagdo da

proteina pela rapida clivagem das cadeias polipeptidicas. A adsor¢céao da enzima
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no interior do substrato € mais lenta, desacelerando a reagao no final do processo
de hidrolise.

A Tabela 4 mostra os valores obtidos para as variaveis dependentes GH e
RP do residuo do camardo sete-barbas, utilizando alcalase. Para GH, o valor
minimo foi 7,36% e maximo 12,80%, referentes aos ensaios 11 e 7, com relacao
E/S 3% e temperaturas 74,1°C e 60°C, respectivamente. Para a RP, obtive-se os
valores de 55,78% para o ensaio 11 e 42,70% para o ensaio 6, ambos com
relacdo E/S 3% e temperatura 60°C. A recuperacdo de proteina solluvel e o
rendimento do hidrolisado dependem de varios fatores: concentracdo e
especificidade da enzima, temperatura e pH da reacgéo, presen¢a de substancias
inibidoras, extensao da desnaturacéo da proteina nativa e do grau de hidrélise. No
entanto, o tipo de enzima usada € o fator que mais afeta o rendimento e as
propriedades do produto final (ADLER-NISSEN, 1986; HOYLE; MERRITT, 1994;
SHAHIDI; HAN; SYNOWIECKI, 1995; SYNOWIECKI; AL-KHATEEB, 2000).

TABELA 4. Grau de hidrélise (GH) e recuperacao de proteina (RP) apos hidrélise
do residuo do camarao sete-barbas com alcalase.

Ensaio GH GH Desvio RP% RP% Desvio

obtido previsto (%) obtido previsto (%)

1 7,84 8,18 -0,34 44,39 47,20 -2,81
2 9,28 9,74 -0,47 53,26 54,29 -1,03
3 7,92 7,49 0,43 45,56 44,36 1,20
4 10,43 10,13 0,30 54,40 51,43 2,97
5* 12,00 12,28 -0,28 55,68 55,62 0,06
6* 12,05 12,28 -0,23 55,78 55,62 0,16
7" 12,80 12,28 0,52 55,41 55,62 -0,21
8 8,26 8,33 -0,07 47,26 46,08 1,17
9 11,41 11,30 0,11 54,73 56,07 -1,34
10 8,66 8,10 0,56 52,40 49,64 2,76
11 7,36 7,89 -0,53 42,70 45,62 -2,92

*Ponto central.
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A recuperacao de proteina e o grau de hidrélise maximos obtidos neste estudo
foram inferiores aos valores obtidos para hidrélise do residuo desmineralizado do
camarao Crangon crangon, que foi de 69%, com grau de hidrélise de 30%,
utilizando 1% de alcalase e o método pH-stat (SYNOWIECKI; AL-KHATEEB,
2000).

A andlise dos efeitos das varidveis independentes, relagao
enzima/substrato (E/S), temperatura e de suas interacbes nas variaveis
dependentes GH (Figura 3) e RP (Figura 4), mostrou que o parametro temperatura
linear (T(L)) e a interagdo (E/S) x T influenciaram muito pouco o processo.
Observou-se que, com a diminuicdo da temperatura e aumento da relagédo
enzima/substrato (E/S), ha um aumento no GH e na RP. O teste t de Student para
os efeitos T(L) e a interacdo (E/S) x T revelou que esses parametros nao
influenciaram significativamente (p>0,05) o GH e a RP, exceto o parametro T(L)
para RP. A andlise estatistica também indicou que o fator E/S foi 0 que apresentou

maior influéncia no grau de hidrdlise. Os calculos estdo descritos no anexo 1.

E/S-T

FIGURA 3. Efeitos da relagdao enzima/substrato (E/S) e temperatura (T) no grau de
hidrélise do residuo do camardo sete barbas usando alcalase (L= linear;
Q=quadratico)
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E/S-T

FIGURA 4. Efeitos da relacdo enzima/substrato (E/S) e temperatura (T) na
recuperagao de proteina do residuo do camaréo sete-barbas usando
alcalase (L= linear; Q=quadratico).

Analise de variancia (ANOVA) para a resposta GH esta apresentada na
Tabela 5. O coeficiente de determinagdo (R?) indicou que 96% da variacéo total
em torno da média pode ser explicada pelo modelo. O valor encontrado para a
relacdo Feaculado € Fiavelado de 4,65 (p<0,05) demonstra que o modelo obtido foi
estatisticamente significativo, mas nao preditivo, podendo ser usado para verificar
as tendéncias do GH.

A equacdo encontrada para determinar o grau de hidrélise na regiao
estudada foi:

GH (%) = 12,8 + 1,05E/S — 1,2 (E/S)*- 0,08T — 2,16 T+ 0,27(E/S) x T, (6

onde os valores da temperatura e relagdo enzima/substrato (E/S) devem ser

usados em valores codificados.
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TABELA 5. Resultados da ANOVA para resposta do grau de hidrélise (GH).

Fonte de Soma Graus de Média Fcaicula Fiabela Feal/Ftabela
Variacao Quadratica liberdade Quadratica qo do do
Regresséao 37,55 5 7,51 23,43 5,05 4,65
Residuos 1,61 5 0,32

F. Ajuste 1,21 3 0,40

Erro puro 0,40 2 0,20

Total 39,16 10

Na Figura 5 (a) e (b), estéo ilustradas as superficies de resposta e suas
curvas de nivel para a equacdo do modelo obtido para o GH, considerando a
interacao dos dois fatores avaliados: relacao enzima/substrato (E/S) e temperatura
(T). Dentro da faixa estudada, o GH obtido foi maior quando a E/S utilizada estava
na faixa de 2,5 a 5,5% e a temperatura na faixa de 5°C e 66°C.
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TEMPERATURA (°C)

FIGURA 5. (a) Superficie de resposta e (b) curvas de nivel do efeito da relagao
enzima /substrato (E/S) e temperatura (T) no grau de hidrélise.
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A andlise de variancia (ANOVA) para a resposta RP esta apresentada na
Tabela 6. O coeficiente de determinacdo (R?) indicou que 85% da variagdo pode

ser explicada pelo modelo. Assim como para a resposta GH, o modelo matematico

obtido também foi estatisticamente significativo (P<0,05), mas nao preditivo,
podendo ser usado para verificar as tendéncias da RP. O fator E/S foi o que

apresentou maior influéncia na recuperagao de proteina.

A equacédo encontrada para determinar a recuperacao de proteina na regiao

estudada foi:

RP= 55,62 + 3,4E/S — 2,28(E/S)* — 1,43T — 4,01T2—0,007(E/S) x T (D

TABELA 6. Resultados da ANOVA para a resposta Recuperacao de proteina.

Fonte de Soma Graus de Média Fcaicula Fiabelad FcaiFiabela

variacao Quadratica liberdade Quadratic do o do
Regresséao 214,26 5 422,.85 555 5,05 1,01
Residuos 38,61 5 7,72

F. Ajuste 38,54 3 12,85

Erro puro 0,07 2 0,04

Total 252,87 10

A superficie de resposta e suas curvas de nivel, para o modelo obtido para
a resposta recuperacao de proteina, considerando a interacdo dos dois fatores
avaliados: E/S e temperatura (T), sdo apresentadas na Figura 6 (a) e (b).
Observou-se que, dentro da faixa estudada, a RP foi maior quando E/S se
encontrava na faixa de 2,5 a 6,0% e a temperatura na faixa de 50 e 65°C. O ponto
6timo da reagédo encontra-se em uma ampla regido, o que possibilita a utilizagao

de E/S menores, sem perder a eficiéncia da hidrolise.
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FIGURA 6. (a) Superficie de resposta e (b) curvas de nivel do efeito da relagao
enzima/substrato (E/S) e temperatura (T) na recuperagao de proteina
(RP).

A Figura 7 mostra a relacdo entre a recuperagao de proteina e grau de
hidrélise maximo. Observa-se que, para os GH 7% e 9%, a RP foi de 42 e 53%,
correspondendo a um aumento de 20%. No entanto, a partir de 10% de GH n&o se

obteve aumento da RP com o aumento do GH, indicando que n&o ocorre mais
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solubilizagao da proteina ligada ao exoesqueleto e sim uma hidrélise maior dos

peptideos ja solubilizados.

65
55 * P
o
*
T, —
L 2
35 T T T T T T
7 8 9 10 11 12 13 14
GH (%)

FIGURA 7. Recuperacéao de proteina (RP) do residuo do camarao sete-barbas em
funcdo do grau de hidrélise (GH).

4. CONCLUSOES

Na regido estudada, o fator de maior influéncia para recuperacao de
proteina e grau de hidrélise maximo foi a relagdo enzima /substrato (E/S). Os
valores maximos de recuperagdo de proteina, 55,78%, e grau de hidrélise,
12,80%, foram obtidos no ponto central com enzima/substrato (E/S) 3% e
temperatura de 60°C. O ponto 6timo para a regido estudada encontra-se na faixa

de relacao enzima/substrato de 2,5 a 6,0% e temperatura na faixa de 50°C a 65°C.

Os modelos obtidos foram estatisticamente significativos (p<0,05)
tanto, para o grau de hidrélise como para a recuperacao de proteina. As equacoes
obtidas sao Uteis para indicar tendéncias do GH e da RP, enquanto as superficies
de respostas sao uteis para a escolha de zonas de operacao que se encontram na
regiao de o6timo, dentro das faixas de temperatura e relacdo enzima/substrato

(E/S) para o material estudado.
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CAPITULO 4

RECUPERACAO DE COMPONENTES DO RESIDUO
INDUSTRIAL DO CAMARAO SETE-BARBAS
(Xiphopenaeus kroyeri) POR HIDROLISE ENZIMATICA
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CAPITULO 4

RECUPERAGCAO DE COMPONENTES DO RESIDUO INDUSTRIAL DO
CAMARAO SETE-BARBAS (Xiphopenaeus kroyeri) POR HIDROLISE
ENZIMATICA

RESUMO

Residuos da industrializacdo de camardo sdo, em geral, descartados sem
nenhuma tentativa de aproveitamento, contribuindo para o aumento da poluigcao
ambiental. Este trabalho teve como objetivo estudar a recuperacdo dos principais
componentes do residuo industrial de camardo; proteina, quitina e astaxantina-
com as enzimas alcalase e pancreatina. O processo enzimatico com alcalase foi
mais eficiente do que com pancreatina, aumentando a recuperacao de proteina e
de astaxantina, em 11 e 20%, respectivamente. O aumento do grau de hidrolise
resultou em um incremento de 27% e 10% na recuperagdo da proteina e da
astaxantina. A recuperagdo da astaxantina com mistura de solventes foi duas
vezes mais eficaz do que a extragdo em 6leo. A hidrélise enzimatica do residuo
industrial do camarao sete-barbas com as enzimas alcalase permitiu a obtencao
de hidrolisado protéico, além de propiciar condicbes adequadas para a
recuperacao da astaxantina e da quitina.

Palavras chaves: residuo de camarao, proteina, astaxantina, quitina, hidrolise enzimatica.

1. INTRODUCAO

O aumento significativo da quantidade de residuos gerados pelo
processamento industrial de pescados tem se tornado um problema, tanto para o
ambiente como para as plantas processadoras. Cerca de 45% dos pescados
processados consistem de camardo, cujos residuos sdo compostos pelo
exoesqueleto e o cefalotérax (VENUGOPAL, 1995 apud IBRAHIM; SALAMA; EL-
BANNA,1999). Esses residuos chegam a representar de 50 a 70% do peso da
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matéria-prima e contém componentes de valor como proteina, quitina e
astaxantina, cujos teores variam de acordo com a espécie (SHAHIDI;
SYNOWIECKI, 1991; BATAILLE; BATAILLE, 1993; IBRAHIM; SALAMA; EL-
BANNA, 1999; FAMINO et al., 2000)

O elevado teor de quitina, cerca de 20%, tem sido a principal razdo do
aproveitamento do residuo de camardo para sua obtencdo e do seu derivado
desacetilado, a quitosana, que tem ampla utilizagdo, ndo sé na industria de
alimentos como nas industrias farmacéutica, téxtil, em cosméticos e na agricultura
(LI et al.,1997; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; IMERI; KNORR, 1988).

Para a recuperagao da quitina, o método mais freqientemente utilizado ¢é a
hidrélise alcalina (GILDBERG; STENBERG, 2001), que envolve trés etapas: (1)
desproteinizacdo - realizada pela solubilizacdo da proteina com bases fortes,
NaOH ou KOH; (2) desmineralizagao - retirada do carbonato de célcio por um
acido forte, em geral, HCI; e (3) despigmentacao, onde se utiliza, geralmente, uma

solugéo de hipoclorito de soédio (NaOCI), para remocao dos pigmentos.

Estes reagentes causam a desacetiliacao parcial da quitina e hidrélise do
polimero, obtendo-se um produto final de baixo peso molecular com propriedades
fisico-quimicas variaveis (NO; MEYERS; LEE, 1989; GAGNE; SIMPSOM, 1993;
OH YI-SU, 2000; CANELLA; GARCIA, 2001). A desproteinizacdo alcalina gera
problema, pois ha necessidade de tratamento do residuo liquido antes do
descarte. Além disso, a proteina nao apresenta utilidade, pois reacoes
indesejaveis entre aminoacidos e racemizagdo ocorrem em meio fortemente
alcalino (GAGNE; SIMPSOM, 1993; NASHEF et al., 1977).

A astaxantina, principal carotendide encontrado em crustaceos, tem se
mostrado agente efetivo de pigmentacdo quando incorporada em racgdes de
salmonideos e crustaceos (OMARA-ALWALA et al., 1985; GUILLOU; KHALIL;
ADAMBOUNOU, 1995; WATHENE et al., 1998). Para a recuperagdo desses
pigmentos, podem ser utilizados 6leos vegetais ou solventes. A extracdo em 6leo

vegetal é o método mais comumente utilizado, pois o 6éleo é considerado uma boa
84



barreira contra o oxigénio, retardando a oxidacao. Além disso, poder ser utilizado
como fonte de energia (MEYERS; BLIGH, 1981; CHEN; MEYERS, 1982; CHEN;
MEYERS, 1983; CHEN et al, 1985; SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; NEGRO;
GARRIDO-FERNANDEZ, 2000).

Estudos de processamentos alternativos para a recuperagéo da quitina que
permitam, em paralelo, a recuperagdo de outro componente do residuo de
crustaceos, tém sido realizados por diversos autores. A recuperacao da fragéo
protéica, cerca de 40% do residuo de camardao (DINIZ; MARTIN, 1997) por
hidrélise enzimatica, tem sido amplamente estudada, utilizando uma grande
variedade de enzimas de origem vegetal (papaina, bromelina, ficina (GAGNE;
SIMPSON, 1993, VIEIRA et al, 1995, FONKWE; SINGH, 1996)), animal
(pancreatina, quimotripsina, pepsina (GAGNE; SIMPSON, 1993, SUROWKA; FIK,
1994, VIEIRA et al, 1995, SIMPSON, et al., 1998)) ou microbiana (alcalase,
neutrase, pronase (GIDBERG; STENBERG, 2001, LINDER, FANNI;
PARMENTIER, 1996, SYNOWIECKI; AL-KHATEEB, 2000)).

A proteina, recuperada na forma de hidrolisados, pode ser utilizada como
aromatizante e incorporada em alimentos a base de pescados ou na aquicultura,
onde é adicionada em ragdes (GILDBERG; STEMBERG, 2001; SYNOWIECKI;
AL-KATHEEB, 2000; SIMPSON et al., 1998; GAGNE; SIMPSON, 1993). Além
disso, hidrolisados sao fontes de peptideos biologicamente ativos, com grande
potencial farmacolégico e/ou agente estimulador de crescimento em ragdes
animais (GILDBERG; STENBERG, 2001). A hidrdlise enzimatica tem sido
considerada, ainda, um método viavel para a recuperagao da astaxantina (CHEN;
MEYERS, 1985; GILDBERG; STENBERG, 2001).

Embora diversos métodos enzimaticos tenham sido descritos para a
recuperagdo dos componentes do residuo de crustaceos, ainda sdo poucos 0s
trabalhos que tém como foco um processo que propicie a recuperagao dos trés
principais componentes do residuo: quitina, proteina e os pigmentos carotenos.
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O residuo industrial do camardao sete-barbas, obtido em quatro coletas
realizadas em dois anos consecutivos, apresentou, em média, 38% de proteina e
20% de quitina, indicando ser boa fonte desses compostos, além de 5,03 mg de
astaxantina/100 g de residuo (HOLANDA, NETTO, 2002). Tendo em vista o
potencial de utilizacdo do residuo do camardo, este trabalho teve por objetivo
estudar a recuperacao dos principais componentes do residuo do processamento
do camarao sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri); proteina, quitina e astaxantina,

utilizando o processo de hidrélise enzimatica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Foi utilizado o residuo do descasque mecénico do camarao marinho sete-
barbas, proveniente da industria de processamento Alpha Pescados, localizada
em Guaruja, litoral de Sdo Paulo. O residuo foi lavado sob agua corrente e
triturado em moinho de facas (modelo MA 630). Cerca de 1000 g do residuo
umido foram liofilizados e separados em uma série de peneiras de 35 a 60 mesh
para realizacdo da composi¢cdo quimica. O material restante foi embalado em

sacos plasticos e congelado a -20°C até sua utilizacao.

Foram utilizadas duas enzimas: alcalase 2,4L (Novo Nordisk) , que é uma
serina protease proveniente do Bacillus Licheniformis, gentilmente fornecida pela
Prozyn (Sao Paulo-Brasil); e a pancreatina suina, mistura de tripsina,
quimotripsina e carboxipeptidase, proveniente de pancreas suino (EC 232.468-9 —
Sigma Chemical).

2.2 Métodos
2.2.1 Composicao quimica aproximada do residuo

Umidade, cinzas e proteinas (Nx6,25) foram quantificadas segundo AOAC
(1990) e o total de lipideos foi determinado de acordo com Bligh e Dyer (1959).
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O fluxograma do processo de recuperagcao da fragdo protéica - quitina e
astaxantina - esta apresentado na Figura 1. Para a etapa de desproteinizacéo,
foram utilizados tratamentos enzimaticos (alcalase e pancreatina) e alcalino
(NaOH e KOH). Para recuperagao da quitina e da astaxantina, utilizou-se a fragao
insoluvel, obtida apds o tratamento enzimatico.

2.2.2 Etapa de desproteinizacao
Método Enzimatico

Alcalase: As condi¢cdes da reacdo de hidrélise relacdo enzima/substrato
(E/S) de 3% e temperatura de 60°C, utilizadas neste processo foram definidas a
partir do estudo prévio com o uso da Metodologia de Superficie de Resposta, onde
se obteve a maxima recuperagdo de proteina e maximo grau de hidrolise
(HOLANDA; NETTO, 2002). O residuo de camarao previamente descongelado foi
diluido em &gua destilada na proporcao 1:1 (p/v) em um reator de vidro
encamisado, onde a temperatura foi ajustada, adicionado-se a enzima. A reagao
de hidrélise foi monitorada pelo método do pH-stat, com uso de titulador
automatico Metler DL 25, com sistema de agitacao e o pH foi mantido em 8,5 com
NaOH 1N. A reacao de hidrélise foi conduzida até se obter os graus de hidrélise
(GH) de 5 e 10%, quando a reagéo foi interrompida por aquecimento a 90°C por 5
minutos, seguida de resfriamento. A fracdo insollvel foi separada por
centrifugacdo a 16000 x g a 4°C por 15 minutos, para posterior extracdo da
astaxantina e quitina (Figura 1). O teor de proteina bruta do sobrenadante, que
contém o hidrolisado, foi determinada pelo método semi-micro Kjeldahl (AOAC,
1990). O grau de hidrélise (GH) foi definido por Adler-Nissen (1986), segundo
equacéo 1.

hx100 BxN,

= x 100 (D
Mpxaxh

GH (%) =

total total

onde:

B = consumo de base (mL);

Np = normalidade da base (N);

Mp = massa de proteina (g) (Nx6,25)

h wtal - NUMero de ligagdes peptidicas em meq/ g de proteina
o = grau de dissociagdo = 1/ 1+10P<P"
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RESIDUO
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alcalase/pancreatina

—

HIDROLISE
(T e pH 8,5)

INATIVACAO ENZIMATICA
(90°C/5 minutos)

CENTRIFUGAGCAO
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FRACAO INSOLUVEL
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Tratamento com
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LIPIDEOS NEUTRALIZACAO
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LIOFILIZAGAO

PROTEINA HIDROLISADA

FIGURA 1. Fluxograma do processo de recuperagdo de proteina, quitina e
astaxantina do residuo do camardo sete-barbas por hidrélise
enzimatica.
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Pancreatina: Testes preliminares mostraram baixa atividade da
pancreatina em temperaturas inferiores a 40°C. De acordo com alguns autores,
sua atividade otima se encontra na temperatura de 40°C (HALE; 1969;
LALASIDIS; BOSTROM; SJOBERG, 1978; DINIZ; MARTIN, 1996). Para
determinacao das condicbes de hidrélise com a pancreatina, foram realizados
experimentos em que o unico fator variavel foi a relacdo enzima/substrato (E/S),
mantendo-sea temperatura a 40° C e pH em 8,5. A relagcao enzima/substrato (E/S)
de 1% foi suficiente para alcangar os GH pré-determinados de 5 e 10%. Por isso,
optou-se por esta concentracdo para a realizagdo das hidrélises subsequentes. O
procedimento da reagdo foi 0 mesmo descrito para a reacao de hidrélise com
alcalase.

Método Alcalino

Para desproteinizacdo alcalina, foram usadas duas bases fortes, NaOH e
KOH nas concentragdes de 1, 3 e 5%. O residuo foi diluido na propor¢ao 1:10 com
as solucdes de alcalis e aquecido em trés temperaturas 50, 70 ou 90° C, sob
agitacao por 1, 2 ou 3 horas. Apds aquecimento, cada solucao foi centrifugada a
12000 x g a 4°C por 15 minutos e a proteina do sobrenadante foi determinada,
utilizando o método semi-micro Kjeldahl (AOAC ,1990).

Para quantificar a proteina removida do residuo apés as hidrélises
enzimatica e alcalina, foi utilizado o teor protéico dos sobrenadantes de cada
tratamento e o conteudo protéico do residuo sem tratamento. A percentagem de
recuperacgao de proteina foi definida como:

mg de proteina no sobrenadan te

RP (%) = x 100 2

mg de proteina no residuo

2.2.3 Recuperacao de astaxantina

A extracdo de astaxantina foi realizada seguindo o procedimento descrito
por Chen e Meyers (1982) que esta ilustrado na Figura 1. Foram utilizados dois

meios de extracao, 6leo de soja e solvente. Na extracdo com solvente, foi utilizada
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uma mistura de éter de petréleo, acetona e agua, na proporcdo de 15:75:10. A
quantificacdo da astaxantina em 6leo de soja foi feita por leitura de absorbancia
(triplicata) do dleo pigmentado em comprimento de onda de 485 nm, utilizando

espectrofotdbmetro marca—Beckman, modelo DU —70. O valor do coeficiente de

exting&o utilizado foi E|”

lem

=2155. Para a quantificagdo da astaxantina obtida com

solvente, a leitura de absorbancia foi realizada em comprimento de onda de 470

nm e o coeficiente de extingéo utilizado foi E!* =2400 (MEYERS; BLIGH, 1981).

lem
A astaxantina extraida do residuo de camarao foi quantificada pela equacao de
Kelley e Harmon (1972).

_ A xD
100 xG xd xE'*

lem

3)

Onde:

AST= concentragdo de astaxantina espressa em pg/g de residuo;
A = absorbéancia;

D = volume de éleo recuperado (mL) X diluigao;

G = peso de amostra (g);

d = largura da cubeta (1cm);

E|” = Coeficiente de extingéo.

2.2.4 Recuperacao de quitina

A quitina foi recuperada tanto a partir da fracdo insollvel obtida apds a
hidrélise enzimatica e a extragdo de astaxantina, como apds a desproteinizacao
alcalina (Figura 1). A desmineralizacdo da fragao insoluvel foi realizada de acordo
com Shahidi e Synowiecki (1991). A secagem foi realizada em estufa a 60°C
por16 horas.

Umidade e cinzas foram determinadas segundo metodologia da AOAC
(1990). A proteina residual foi determinada pelo procedimento descrito por
Synowiecki e Al-Khateeb (2000): amostras contendo de 2 a 3 g de quitina foram
desproteinizadas com solu¢do de NaOH 10% na proporcao 1:10 (p/v) por 2 horas
a 90°C. Apds extragéo, a solucao foi diluida e centrifugada a 12000 x g por 15
minutos, separando-se a fase insoluvel. O teor de proteina no sobrenadante foi

determinado utilizando-se o método semi-micro Kjeldahl (AOAC, 1990).
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2.2.5 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por andlise de variancia e as diferengas
entre as médias pelo Teste de Tukey (COCKRAN; COX, 1957), utilizando-se o

programa computacional Statistica 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo quimica (base seca) do residuo do camardo sem
tratamento (RCST) apresentou 48,14% + 0,49 de proteina, 3,79% + 0,08 de
lipideos e 31,98% + 1,37 de cinzas.

3.1 Hidrolise enzimatica

As curvas da reagdo de hidrédlise do residuo do camarado sete-barbas
utilizando as enzimas alcalase e pancreatina, estédo ilustradas na Figura 2. As
curvas se caracterizaram por apresentarem uma alta velocidade na fase inicial da
reacao, depois essa taxa de hidrélise diminuiu e alcangou uma fase estacionaria,
onde aparentemente a hidrolise ndo mais ocorria. Este perfil pode estar associado
soluveis que agem como efetivo substrato competidor para as proteinas nao
hidrolisadas (REBECA; PENA-VERA; DIAZ-CASTANEDA, 1991).
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FIGURA 2. Curvas de hidrolise do residuo do camardo sete-barbas utilizando

alcalase e pancreatina.

Os resultados da recuperacdo de proteina (RP) pelo método
enzimatico estdo apresentados na Tabela 1. A maior RP foi obtida com alcalase,
11% superior aos valores obtidos para as hidrélises com pancreatina, para os dois
GH estudados. O aumento do GH de 5 para 10%, resultou em um acréscimo em
torno de 20% da RP para ambas as enzimas. Synowiecki e Al-khateeb (2000)
obtiveram 69,2% de proteina recuperada no residuo do camarao Crangon
crangon, previamente desmineralizado, sendo que a reagdo de hidrolise foi
conduzida até 30% GH. Fonkwe e Singh (1996), em estudos com residuo de peru
utilizando hidrélise com pancreatina, obtiveram uma recuperacao protéica de 46%
e atingiram GH de 70%. Vieira et al (1995) recuperaram 45, 62 e 70% de proteina
do residuo de lagosta utilizando as enzimas papaina, pepsina e protease fungica.
Maior recuperagao da proteina €, em geral, obtida com hidrélise mais extensa
(SYNOWIECKI et al., 2000; BAEK; CADWALLADER, 1995). Segundo diversos
autores, a alcalase, quando comparada com outras enzimas proteoliticas,
recupera maior quantidade de proteina, além dos hidrolisados apresentarem boas
propriedades funcionais e gosto amargo menos acentuado (ADLER-NISSEN,
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1986; QUALIA; ORBAN, 1987; SHAHIDI; HAN; SYNOWIECKI, 1995; BENJAKUL;
MORRISSEY, 1997; KRISTINSON; RASCO, 2000).

TABELA 1. Recuperacao de proteina (RP) do residuo do camarao sete-barbas
utilizando hidrélise enzimatica '

ENZIMAS GH (%) RP (%)
alcalase 5 42,53 + 0,06°
10 53,94 + 0,55%
pancreatina 5 37,47 £ 0,13°
10 47,96 + 0,07

' Média de trés determinagdes + desvio padrao
% Valores com letras diferentes em coluna sdo significativamente diferente (p<0,05) pelo teste
deTukey.

Os valores obtidos para a desproteinizacdo alcalina com NaOH e KOH
estdo apresentados na Tabela 2. A desproteinizagao ficou entre 31 e 80%, sendo,
em geral, favorecida pelo aumento da temperatura, concentracao do alcali e, nas
menores concentragdes, pelo tempo de reacdo. O KOH promoveu
desproteinizacdo mais eficiente que o NaOH nas concentracées 1 e 3% e
temperaturas 50 e 90°C, atingindo valores até duas vezes superiores, quando
comparados nas mesmas condicdes de processo. Desproteinizacdo acima de
70% foi obtida com KOH 1%/70°C enquanto que com NaOH, a condicdo minima
para atingir valores similares foi 3%/70°C. Shahidi e Synowiecki (1991) obtiveram
desproteinizagdo acima de 90% do residuo do camaréao Pandalus borealis usando
KOH nas concentracdes de 1 e 2%, em temperatura de 90°C, por duas horas.
Chang e Tsai (1997) obtiveram recuperacao de 68% no residuo camarao rosa
(Solenocera melantho) utilizando solugdo de NaOH com concentracao de 10% e
temperatura de 75°C, em seis horas de reacdo. A eficiéncia da remocédo de
proteina tem como fatores principais a concentracéo da solucao e a temperatura,
além da espécie do crustaceo (SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; SYNOWIECKI; AL-
KATEEB, 2000).
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TABELA 2. Desproteinizagao alcalina do residuo do camarao sete-barbas "2

Desproteinizacao em NaOH (%)

Desproteinizacao em KOH (%)

T t

(°C) (h) 1% 3% 5% 1% 3% 5%

50 1 31,33+048° 38,17+0,89" 72,35+0,23° 50,52+0,0° 64,86+0,46° 73,76+0,22°
2 39,9740,72' 59,60+0,55° 72,48+0,23* 50,39+0,23" 76,83+0,80° 73,02+0,40°
3  43,58+0,56° 66,15+0,36° 73,02+0,20° 45,13+0,67° 76,96+0,01° 75,83+0,43°

70 1 31,33+0,48' 46,67+0,39" 71,31+0,19° 70,60+0,85° 77,49+0,23° 80,64+0,23
2 51,3240,019 52,28+0,50° 75,40+0,30° 73,68+1,14° 78,81+0,00° 78,15+0,16°
3 51,6440,52° 63,0640,47' 71,16+0,37° 71,44+0,40° 78,94+0,00° 77,49+0,82°

90 1 37,2740,37' 50,03+0,0° 72,76+0,44° 74,73+0,09° 77,50+0,47* 76,57+0,20°°
2 42,8140,17" 69,09+1,17° 74,07+0,61¢ 73,81+0,0° 76,59+0,21%° 75,25+0,28°*
3 38,960,26' 6557+0,50' 72,89+0,23° 74,47+0,45° 73,76+0,21° 74,60+0,17°

' Média de trés determinagdes * desvio padrao.
2 Valores com letras diferentes em linha e coluna na mesma condicao de temperatura, sdo
significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Comparando-se os métodos alcalino e enzimético para recuperacado de

proteina do residuo do camarao sete-barbas, observou-se que a hidrélise alcalina

apresentou maior recuperacao, 80%, contra 54% da hidrélise enzimatica. Deve-se

salientar, no entanto, que a hidrélise alcalina ndo é indicada quando se quer

recuperar a fracao protéica, pois ocorre perda de alguns aminoacidos, diminuindo

a qualidade nutricional e tecnoldgica. Em geral, a desproteinizacdo alcalina €

utilizada no processo de recuperacao da quitina. Quando a recuperacao é feita por

hidrolise enzimatica, a proteina removida conserva seu valor nutricional e

freqlentemente apresenta melhora de algumas caracteristicas como solubilidade
e melhor absorcdo pelo organismo (MASTERS; FRIEDMAN, 1979; HAYASHI;
KAMEDA, 1980; KRISTINSSON; RASCO, 2000).
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3.2 Recuperacao da astaxantina

Os resultados da extracado de astaxantina com 6leo e solvente, do residuo
nao tratado e ap6s a hidrolise enzimatica com alcalase e pancreatina, estao
apresentados na Tabela 3. Do residuo total, sem tratamento, obteve-se 4,9 mg de
astaxantina/100 g de residuo seco, quando utilizado o 6leo, e 9,17 mg de
astaxantina/100 g de residuo seco, quando utilizado o solvente. Estes valores sao
inferiores aos reportados na literatura para residuos de crustaceos.

Shahidi e Synowieckl (1991) e Saito e Regier (1971) obtiveram, em residuo
do camarao Pandalus borealis e do camardo rosa (Solenocera melantho),
concentragdes de 14,77 mg e 11,1 mg de astaxantina/ 100 g de residuo seco,
utilizando, respectivamente, 6leo bacalhau na extragdo. Meyers e Bligh (1981) e
No, Meyers e Lee (1989), por sua vez, em residuos de “crayfish”com extracdo em
solvente, obtiveram concentragdo de 15,3 mg e 10,8 mg de astaxantina/100 g de

residuo respectivamente.

As diferencas devem-se geralmente a quantidades de carotenoides
disponiveis na alimentacdo, condicbes ambientais e espécie (SHAHIDI;
SYNOWIECKI, 1991), bem como ao método utilizado para extragcdo e
quantificacdo da astaxantina. Varidveis como a granulometria do residuo,
temperatura e relagao residuo/6leo podem levar a diferencas na extracdo. A
extragcdo com solvente, tanto no residuo sem tratamento como nas fragdes soluvel
e insoluvel obtidas apds hidrélise, foi cerca de duas vezes mais eficiente que a

extracao realizada com éleo.

Ap6s o tratamento enzimatico do residuo, observou-se um aumento da
recuperagcao da astaxantina, considerando-se o total obtido das fragdes soluvel e
insoluvel, para a extracao realizada com 6leo, e apenas o da fragao insoluvel, para
a extracdo com solvente. Para a extracdo com solvente, a recuperacao foi entre
17 e 31% maior, apo6s a hidrélise enzimatica. O melhor resultado obtido, 12,01 mg
astaxantina/100 g de residuo seco, foi com a hidrélise com alcalase, 10% de GH.
Para a extracao com 6leo, o total obtido situou-se entre 6,27 e 7,4 mg de
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astaxantina/100 g de residuo seco. A maior parte da astaxantina, cerca de 70%,
foi proveniente da fragdo insolluvel. A coloragdo alaranjada ainda presente na
quitina mostrou que tanto o 6leo como a mistura de solventes utilizada nao foram
capazes de extrair toda a astaxantina presente na fragao insolavel. Fox (1973
apud GUILLOU et al., 1995) s6 conseguiu extrair todos os pigmentos carotendides
da casca de caranguejo com acetona ou metanol, ap6s descalcificagdo da casca
com &cido acético. Omara-Alwala et al. (1985) reportaram que o uso do acido
propidnico aumentou em 35% a recuperagdo da astaxantina do residuo de
lagostim.

Observou-se um aumento de cerca de 10% na extracdo, com o aumento do
GH de 5 para 10%, tanto na fragdo solivel como na insollvel, embora os valores
nao apresentem diferenca estatistica (p>0,05). Chen e Meyers (1982) observaram
um pequeno aumento, de 3 a 5%, na extragdo da astaxantina, com o aumento do
tempo de hidrdlise do residuo de camardo Solenocera melantho com diversas
proteases comerciais. Guillou, Khalil e Adambounou (1995) obtiveram uma
extracdo 15% maior de astaxantina no residuo de camardao Pandalus borealis,
submetido a silagem &cida, quando comparado com a extragdo no residuo “in

natura”.

O tratamento com alcalase mostrou-se mais eficiente que o com
pancreatina, aumentando a extracdo em até 20%, tanto com 6leo como com
solvente. Chen e Meyers (1982) também observaram diferencas de extragédo
quando foram utilizadas diferentes enzimas proteoliticas. O aumento da extracéao,
observado com o aumento da extensdo da hidrélise e com a enzima utilizada,
deve-se talvez, a quebra da ligacao proteina-carotendide, que permitiria a sua
recuperagcao com 6leo ou solvente (CHEN; MEYERS, 1982).
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TABELA 3. Concentracdo de astaxantina extraida com éleo de soja e solvente no
residuo do camarado sete-barbas sem tratamento (RCST) e nas
fracoes soluvel e insoluvel, obtidas apds hidrolise enzimatica com

alcalase e pancreatina com 5 e 10% de grau de hidrélise (GH).

Amostra Concentracdo de astaxantina (mg/100 g de residuo seco) '~

Enzima GH(%) Oleo Solvente
Residuo sem
tratamento 4,90 + 2,00 9,17 + 8,70°
Alcalase 5 Frag&o insoluvel 5,15+ 1,64°" 11,38 + 4,48%
Fracao sollvel 1,58 +0,33" n.d®
Alcalase 10 Fracao insoluvel 5,67 £5,91° 12,10 + 0,532
Fragao soltvel 1,71 £0,33%" n.d
Pancreatina 5 Fracgao insoluvel 4,32 + 0,70 10,21 £ 0,79°
Fragao soluvel 1,48 £ 0,68 n.d
Pancreatina 10 Fracéo insoluvel 4,71 +0,95' 10,81 + 1,58
Frag&o soluvel 1,56 + 0,91° n.d

' Média de trés determinagdes + desvio padrao.

2 Valores com letras diferentes em linha e coluna s&o significativamente diferentes (p<0,05) pelo
teste de Tukey.

n.d = ndo determinado.

3.3 Recuperacao da quitina

A composigao quimica aproximada da quitina isolada de residuo do
camarao sete-barbas apds a desproteinizacado, enzimatica ou alcalina, e extracao
da astaxantina, estd apresentada na Tabela 4. A pureza da quitina depende da
eficiéncia do processo de desproteinizacdo e desmineralizacdo do residuo bruto
(NO; MEYERS, 1989). O teor de nitrogénio presente na quitina foi de 6,47 a 7,77%
para o processo enzimético e 5,81% para o processo alcalino. O processo de
desproteinizagcdo com alcalase foi mais eficiente do que com pancreatina,
resultando em menor teor de nitrogénio na quitina, independentemente do GH
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alcancado na hidrélise. Os maiores teores de nitrogénio encontrados na quitina,
apds 0 processo enzimatico, devem-se, possivelmente, as proteinas do musculo
que permaneceram ligadas a quitina, devido a desproteinizagdo incompleta

promovida pelas enzimas.

Esses resultados sdo confirmados pela analise de proteina residual, que
variou entre 3,99% para o processo alcalino e 9,1% para o processo enzimatico.
Segundo No, Meyers e Lee (1989), a proteina esta ligada covalentemente a
quitina, formando complexo estavel, sendo improvavel que quitina seja preparada
sem proteina residual. Synowiecki e Al-Khateeb (2000) encontraram 4,45% e 7,9%
de proteina residual na quitina isolada do residuo do camarao Crangon crangon
desproteinizado com alcalase para GH de 30% e 19% respectivamente, e 2,44%
utilizando tratamento alcalino com NaOH a 10%. Shahidi e Synowiecki (1991)
obtiveram 2,07% de proteina residual na quitina do residuo do camarao Pandalus
borealis desproteinizado pelo tratamento alcalino com KOH 2%.

TABELA 4. Composigdo quimica da quitina obtida do residuo do camardo sete-
barbas e das espécies Crangon crangon e Pandalus borealis apés

hidroélise enzimaética e alcalina.

Xiphopenaeus kroyeri Crangon® Crangon®  Pandalus®

crangon crangon borealis

alcalase pancreatina KOH alcalase NaOH KOH
GH (%) GH (%) Conc. (%) GH (%) Conc. (%) Conc. (%)
5 10 5 10 5 30 10 2

Umizdsade 2,60+0,04° 1,49+0,04° 3,55+0,04° 3,45+0,05° 2,37+0,05° 4,92+0,19 6,17+0,31 2,47+0,32
(0/0) ’

.
()28 24410,10° 2)5040,08" 239:0,11° 2,14:0,05° 15710,04° 1561048 031007 0,0940,02

Nitrogénio - 6,59+0,03° 6,47+0,03° 7,77+0,02* 7,45+0,01° 5,81+0,06° 6,89+0,06 658+0,05 6,24+0,06
(oo) T
Proteina  9,19+0,10% 9,06+0,09% 9,31+0,08% 9,01+0,19* 3,99+ 0,06° 4,45+0,53 2,44+0,81 2,07+0,03
residual
(0/0)1,2,3

" Valores em base seca.

2 Médias de trés determinagdes + desvio padrdo

® Valores com letras diferentes em linha s&o significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de Tukey.
& SYNOWIECKI e AL-KHATEEB (2000)

® SHAHIDI e SYNOWIECK (1991)
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O teor de cinzas da quitina determinado apds a hidrélise enzimatica, variou
entre 2,14 e 2,95% e apods a hidrélise alcalina foi 1,57%, indicando um processo
de desmineralizagdo eficiente. Synowiecki e Al-Khateeb (2000) encontraram
1,56% no residuo de camardo Crangon crangon, apés desproteinizagdo por
hidrélise enzimatica. Shahidi e Synowiecki (1991) e Saavedra et al.(1998),
obtiveram apds hidrélise alcalina, 0,09% e 0,41% nos residuos de camarao
Pandalus borealis € no género Penaeus, respectivamente. Alteracées em algumas
variaveis do processo de desmineralizacdo, como o tamanho das particulas (NO;
MEYERS; LEE, 1989), podem levar a diferencas no teor de cinzas da quitina
isolada.

4. CONCLUSOES

O processo enzimatico com alcalase foi mais eficiente que com
pancreatina, favorecendo a recuperagdo de proteina e de astaxantina, com
aumento de 11 e 20%. O aumento do GH, de 5 para 10%, resultou em um
incremento de 27% e 10%, na recuperagdo da proteina e da astaxantina,
respectivamente. Cerca de 70% da astaxantina recuperada apds a reagao de
hidrélise foi proveniente da fracao insollvel, obtida ap6s a hidrélise, onde também
permanece a quitina.

A recuperagao com mistura de solventes foi mais eficaz do que a extragao
em Oleo, apresentando concentracdo de astaxantina duas vezes maior. No
entanto, a extracdo com o6leo tem sido sugerida, pois favorece a utilizacdo do
carotendide em racdes de crustaceos e salmonideos, ao contrario da extracao
com solvente, onde ha a necessidade da remogao do éter de petrdleo dificultando
sua utilizagdo. A quitina obtida ap6s 0 processo enzimatico apresentou teor de
nitrogénio e cinzas superiores aos da quitina obtida por desproteinizagéao alcalina,
mas ainda com caracteristicas semelhantes as reportadas na literatura para
quitina recuperada por processos tradicionais. A hidrolise enzimatica do residuo
industrial do camarao sete-barbas resultou na recuperacao entre 37,47 e 53,94%
do conteudo protéico da matéria-prima, além de propiciar condicbes adequadas
para a recuperacao da astaxantina e da quitina.
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Capitulo 5

CARACTERIZAGCAO DO HIDROLISADO PROTEICO ELABORADO A PARTIR
DE RESIDUO INDUSTRIAL DO CAMARAO SETE-BARBAS (Xiphopenaeus
kroyeri)

Resumo

O residuo do processamento industrial do camardo sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyeri) foi hidrolisado com as enzimas alcalase e pancreatina. Os
hidrolisados obtidos, com 5 e 10% de grau de hidrélise (GH), foram caracterizados
por SDS-PAGE, cromatografia de exclusdo molecular (CLAE-EM), cromatografia
de fase reversa (CLAE-FR), composicdo dos aminodcidos livres e solubilidade. Os
hidrolisados com alcalase apresentaram pequenos peptideos, com peso molecular
menor que 8 kDa, enquanto os hidrolisados com pancreatina apresentaram fracao
com PM na faixa de 40 kDa, indicando que a actina nao foi totalmente hidrolisada,
além de peptideos com PM menor que 8 kDa. A composicao dos aminoacidos
livres mostrou maior concentragdo de arginina, fenilalanina, lisina, leucina,
potencialmente responsaveis pelo “flavor’ do camardo e que atuam como
quimioatrativos em ragdes para peixes ou crustaceos. A proporcao de peptideos
hidrofilicos aumentou em funcdo do aumento do GH, e os hidrolisados com
pancreatina apresentaram maior proporcao de peptideos hidrofilicos. Todos os
hidrolisados apresentaram alta solubilidade em agua, acima de 97%, em ampla
faixa de pH (2 — 10). O elevado teor de proteina, o perfil aminoacidico e a
excelente solubilidade dos hidrolisados destacam o valor potencial desses

produtos para aplicagdes na industria de alimentos e em ragdes para aquicultura.

Palavras chaves: residuo de camarao, hidrolisado protéico, solubilidade, caracterizacao.
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1. INTRODUCAO

Hidrolisados protéicos tém sido utilizados em formulagdes para uso em
nutricdo clinica, alimentos para idosos e suplementos para atletas (FROKJAER,
1994). Os hidrolisados também tém sido aplicados na nutricao animal,
especialmente na aquicultura, como fonte protéica na alimentacao de larvas de
peixes e crustaceos. (GABAUDAN; PIGOTT; HALVER, 1980). Larvas possuem
baixa capacidade digestiva, o que dificulta a digestdo de dietas que contém
proteina intacta (LINDER et al, 1995). O uso de proteina hidrolisada obtida de
residuos do processamento de pescados tem sido uma op¢ao (CARVALHO et al.,
1997). A incorporacédo de hidrolisados na racao para larvas de peixes tem sido
indicada como fator determinante para o seu crescimento e sua sobrevivéncia,
nado sé como fonte de aminoacidos, mas também por agir como eficiente
quimioatratante para véarias espécies. Os aminodcidos livres; alanina, glicina e
arginina, sao os que apresentam poder de atracdo (KOLKOVSKI; KOVEN;
TANDLER, 1997; BERGE; STOREBAKKEN, 1996).

Varias enzimas proteoliticas podem ser usadas para producdo de
hidrolisados, incluindo proteases vegetais (papaina, ficina, bromelina), animais
(pepsina, tripsina, renina, quimotripsina, pancreatina) e microbianas (neutrase,
alcalase) (BACA; PENA-VER; DIAZ-CASTANEDA, 1991; VENUGOPAL; SHAHIDI,
1995).

Enzimas tém sido utilizadas para modificar ou melhorar propriedades
funcionais das proteinas como solubilidade, emulsificagdo e textura (LAHL;
BRAUN, 1994). A solubilidade é uma das propriedades funcionais mais
importantes da proteina hidrolisada, tornando-se um indicador de aplica¢cdo dos
hidrolisados (KINSELLA, 1976; MAHMOUD, 1994). Geralment, os hidrolisados
apresentam elevada solubilidade, principalmente no ponto isoelétrico, 0 que
permite uma ampla utilizagdo, tanto na area clinica como na industrializagdo de
alimentos (MAHMOUD, 1994).
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Este trabalho teve por objetivo caracterizar hidrolisados protéicos
elaborados a partir do residuo do camardo sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri),

utilizando diferentes enzimas proteoliticas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Utilizou-se residuo do descasque mecanico do camardo sete-barbas,
proveniente da industria de processamento Alpha Pescados, localizada em
Guaruj4, litoral de Sao Paulo. O residuo foi lavado sob agua corrente, triturado em
moinho de facas (modelo MA 630). Cerca de 1000 g do residuo Uumido foram
liofilizados e separados em uma série de peneiras (35 a 60 mesh), para realizagao
da composicdo quimica. O material restante foi embalado em sacos plasticos e

mantido sob congelamento a —20°C até sua utilizagao.

Foram utilizadas as enzimas alcalase 2,4L (Novo Nordik), gentilmente
fornecida pela Prozyn (Sdo Paulo-Brasil) e a pancreatina suina, composta de
tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase (Sigma EC-232.468-9). Todos os outros

reagentes utilizados foram de grau analitico (p.a).

2.2. Métodos
2.2.1 Obtencao dos Hidrolisados

O residuo de camarao foi submetido ao processo de hidrélise (Figura 1),
utilizando as enzimas alcalase e pancreatina. Para a reacdo de hidrélise com
alcalase, foram utilizadas as seguintes condicdes: (E/S) 3%, temperatura 60°C, e
pH 8,5, (HOLANDA; NETTO, 2002). A reacdo com pancreatina foi realizada nas
condi¢des: relagdo enzima/substrato (E/S) 1%, temperatura 40°C e pH 8,5. Estas
condi¢cdes foram determinadas a partir de experimentos em que o Unico fator
variavel foi a E/S. A hidrélise foi realizada em um reator de vidro com aquecimento
e capacidade para dois litros, onde o residuo foi diluido em agua destilada na
proporcao 1:1 (p/v) e ajustados a temperatura e o pH para cada enzima. Em
seguida, adicionou-se a enzima e a reacao foi monitorada pelo método do pH-stat
com uso de titulador automatico Metler DL 25, mantendo-se constante o pH 8,5
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com adicao de NaOH 0,1N. A reacao foi interrompida quando se atingiu os graus
de hidrélise (GH), 5 e 10%, calculado pela equacao 1 (Adler-Nissen, 1986).

RESIDUO

AJUSTE DE pH e TEMPERATURA

pancreatina alcalase
—_— —

HIDROLISE (pH stat)
(T e pH 8,5)

INATIVACAO ENZIMATICA
(90°C/5 minutos)

CENTRIFUGAGAO
(16.000g/4°C/15 minutos)

FRACAO INSOLUVEL FRACAO SOLUVEL

LIOFILIZAGAO

HIDROLISADO PROTEICO

FIGURA 1. Fluxograma de obteng¢do dos hidrolisados protéicos enzimdticos do
residuo do camarao sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri).

Finalizada a hidrélise, a enzima foi inativada pelo aquecimento da mistura a 90°C
por 5 minutos, seguida de resfriamento. O material foi centrifugado a 16000 x g, a
4°C, por 15 minutos para separacao da proteina hidrolisada (sobrenadante), que
foi congelada e liofilizada. Foram obtidos quatro hidrolisados, dois para a alcalase
(HPRCA) e dois para a pancreatina (HPRCP) com GH 5 e 10% para cada um.
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hx100 BxN,
Mpxa'xh

(D

GH (%) = x100

total total

onde:

B = consumo de base (mL);

N, = normalidade da base (N);

M, = massa de proteina (g) (Nx6,25)

h a1 - NUMero de ligagdes peptidicas em equivalente por g de proteina
o = grau de dissociagdo = 1/ 1+10PPH

2.2.2. Caracterizacao dos Hidrolisados
2.2.2.1 Composicao centesimal

Os teores de umidade, cinza e proteina (Nx6,25) foram determinados
segundo AOAC (1990) e o total de lipideos de acordo com o método de Bligh e

Dyer (1959). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2.2.2 Aminoacidos totais e livres

A composicdo dos aminoacidos totais das amostras liofilizadas foi
determinada apés hidrélise acida com HCL 6N, a 110° C por 22 horas, de acordo
com o método descrito por Spackman, Stein e Moore (1958). Em seguida, as
amostras foram recuperadas com diluente-pH 2,2, para aminoacidos. Para a
composicao de aminoacidos livres, pesou-se 500 mg da amostra liofilizada e a ela
foram adicionados 4 mL da solugéo de &cido sulfossalicilico a 3,5% (BECKMAN,
1977). Em seguida, as amostras foram agitadas e centrifugadas a 7900 g a 4°C
por 15 minutos e recuperadas em diluente-pH 2,2, para aminoacidos. Os
aminoacidos totais e livres foram quantificados em um analisador automéatico de
troca ibnica (Thermo Separation Products Vacuum Menbrane Degasser P4000,
reactor PCX 3100; Pickering Laboratories, UK), com reacao pds-coluna, utilizando

ninidrina.
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2.2.2.3 Solubilidade

A solubilidade protéica foi determinada, em triplicata, de acordo com
Synowiecki e Al-khateeb (2000). Foi preparada uma dispersédo de 2 g do
hidrolisado liofilizado em agua deionizada. Em seguida, ajustou-se o pH a 2; 4 6; 8
ou 10 com NaOH ou HCI 0,1N, a cada 10 minutos, durante 30 minutos. A
disperséo foi diluida para 50mL com &gua e centrifugada a 12.000 g a 4°C por 15
minutos. O sobrenadante foi filtrado e aliquotas foram tomadas para dosar o
conteudo de proteina soluvel pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1990). A
solubilidade protéica (%SP) foi expressa em:

Ax50

% SP =
[WxS /100]x100

(2)

onde:

A = concentragdo de proteina no sobrenadante (mg/mL)
W = peso da amostra (mg)
S = concentragao de proteina na amostra (%)

2.2.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A determinagao do perfil eletroforético da proteina hidrolisada foi realizada
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de acordo com Schagger e Jagow (1987),
utilizando-se gel de separacdo com 15%, e de empilhamento, com 4% de
acrilamida. Para a proteina intacta, o perfil eletroforético foi determinado em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970), utilizando-se gel de
separagao com 12% e de empilhamento com 4% de acrilamida. As analises foram
realizadas a 120V em um sistema Mini-protein Il. O perfil de peso molecular da
proteina intacta foi determinado utilizando-se os padrdes de marcadores de peso
molecular, LMW calibration kit (Pharmacia): fosforilase b (94kDa); albumina bovina
(67kDa); ovalbumina (43 kDa); anidrase carbénica (30 kDa); inibidor de tripsina
(20 kDa) e = labtoalbumina (14,4 kDa) e para as proteinas hidrolisadas, o kit MW
para peptideos (Pharmacia 80-1129-83): globulina (16,9 kDa); globulina | + Il
(14,4 kDa); globulina I + 111 (10,0 kDa); globulina | (8,1 kDa); globulina Il (6,2 kDa) e
globulina Il (2,5 kDa).
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2.2.2.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR)

Amostras dos hidrolisados (1% de proteina) foram dissolvidas em agua
deionizada e filtrada em membrana Millipore Aacrodisc 0,45 um. A CLAE-FR foi
realizada em cromatografo Varian 9012, com detector UV e coluna C-18
(4,6x250mm), utilizando-se agua com 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA) como o
solvente A e solucao de acetonitrila e agua (60:40) com 0,1% de TFA como o
solvente B (OOMAH et al., 1994). As condi¢cbes de corrida seguiram um gradiente
linear de 45 minutos do solvente A para o solvente B. O fluxo utilizado foi de 1,0
mL/min, com deteccdo a 280nm. Ao final de cada corrida, a coluna foi retornada
as condicdes iniciais através de um gradiente linear (0 a 100% solvente A) por 15

minutos.

Baseando-se na classificagdo feita por Legay et al. (1997), os
cromatogramas foram divididos em 4 zonas e integrados. Os peptideos foram
classificados como: (I) hidrofilicos, os que eluiram entre 1 e 10 minutos,
correspondentes a um percentual de 20% da solugéo B; (1) baixa hidrofobicidade,
0s que eluiram entre 10 e 15 minutos com 20 a 40% da solugéo B; (lll) média
hidrofobicidade, os que eluiram entre 15 e 20 minutos com 40 a 60% da solugao B
e (IV) alta hidrofobicidade, os que eluiram entre 20 e 40 minutos com 60 a 100%
da solucédo B. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

2.2.2.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdao molecular (CLAE-
EM)

CLAE-EM foi realizada em cromatégrafo Varian 9012 com detector UV/VIS
empregando coluna Res-Elut Séc 3000 stell (300x7. 75mm). As amostras foram
dissolvidas no tampao de corrida e foram filtradas em membrana Millipore 0,45
um. Em seguida, foram isocraticamente eluidas em tampao composto de fosfato
de sbdio hidrogénio hidratado (NaH2PO4. H-O) 0,05M, cloreto de so6dio (NaCl)
0,15M, e azida de so6dio (NaN3) 0,02% e pH 7,0 (CAMP et al., 1997). O fluxo foi de
1,0 mL/ min e deteccdo a 280nm. O peso molecular foi estimado utilizando-se o
padrdao de marcadores de proteina com os seguintes pesos moleculares:
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tiroglobulina bovina (670 kDa), gama globulina bovina (158 kDa), ovalbumina (44
kDa), mioglobina (17 kDa) e vitamina B-12 (1,35 kDa). Todas as analises foram
realizadas em duplicata.

2.3 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por analise de variancia e as diferengas
entre as médias pelo teste de Tukey (COCKRAN; COX, 1957), utilizando-se o

programa computacional, Statistica 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de hidrélise do residuo do camarao sete-barbas com as enzimas
alcalase e pancreatina estdo apresentadas na Figura 2. Observou-se
comportamentos semelhantes para as hidrélises com ambas as enzimas, que se
caracterizaram por uma rapida reacdo na fase inicial, seguida por um periodo de
reacao mais lenta, até alcancar uma fase estacionaria, quando aparentemente a
hidrélise ndao mais ocorria. Quando nao houve adicdo de enzima, nao foi
observado aumento do GH, indicando que o processo de autdlise ndo ocorreu nas
condicdes de hidrélise utilizadas.

De acordo com Adler-Nissen (1986), o progresso das curvas com enzima
pode ser resultado da competicdo entre o substrato original e os peptideos
produzidos durante a hidrélise. Para ‘Omeara e Munro, (1984) este tipo de curva é
originado de uma rapida clivagem das ligacoes peptidicas durante o estagio inicial
da reacgao de hidrélise e reducédo da velocidade da clivagem das ligagbes menos
susceptiveis no estagio final. Para Archer et al. (1973), entretanto, o perfil da curva
se deve a imediata adsor¢cdo da enzima na superficie do substrato, levando a
solubilizacdo da proteina pela rapida clivagem das cadeias polipeptidicas. A
adsor¢ao da enzima no interior do substrato é mais lenta, desacelerando a reagéao
no final do processo de hidrélise.
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FIGURA 2. Curvas de reacao de hidrélise do residuo do camarao sete-barbas sem
adicdo de enzima e com adicdo da alcalase e pancreatina nas
condigdes: concentracao de substrato 4%, pH 8,5, T 60°C, E/S 3% e
concentragdo de substrato 4%, pH 85, T 40°C, E/S 1%,

respectivamente.

A composicao quimica dos hidrolisados protéicos do residuo de camarao
com GH 5 e 10%, obtidos com a alcalase (HPRC-A) e com a pancreatina (HPRC-

P) e do residuo de camarao sem tratamento (RCST), esta apresentada na Tabela
1.
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TABELA 1. Composicao quimica aproximada (%) do residuo do camardo sem

tratamento (RCST) e dos hidrolisados protéicos obtidos a partir do

residuo do camarao sete-barba, produzidos com a alcalase (HPRC-

A) e com a pancreatina (HPRC-P) com grau de hidrélise (GH) 5 e

10%.

Amostra GH (%) COMPOSICAO
Umidade? Proteina (%)"*® Lipideos (%)"?** Cinza (%)"%3
HPCR-A 5 866+0,14* 77,58+0,43° 1,79+ 0,08° 13,64 + 0,34°
HPCR-A 10 7,16+0,03° 76,86+0,19¢ 223+0,05° 14,36 +0,212
HPCRP 5 573+0,07° 8158+0,00° 1,71+0,08° 1353+0,23°
HPCR-P 10 6,84+0,06° 80,81+0,22° 1,42+0,08° 14,13 +0,08%
RCST 6,45+0,18 48,14 +0,49 379+0,08  31,98+1,37

"Valores em base seca.

2Média de trés determinagbestdesvio padrao.

% Valores com letras diferentes em coluna s&o significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de
Tukey.

O residuo utilizado na hidrélise continha 48% de proteina (base seca),
obtendo-se hidrolisados com teor protéico entre 76,9 e 82,6%. Os hidrolisados
produzidos com pancreatina apresentaram valores um pouco maiores que 0S
hidrolisados obtidos com alcalase. Os valores encontrados estdo em concordancia
com os apresentados em estudos com hidrolisados de pescado. Synowiecki e Al-
knateeb (2000) e Gildberg e Stenberg (2001) encontraram teor protéico de 64% e
85% para hidrolisados dos residuos do camardao Crangon crangon e Pandalus
borealis, respectivamente. Vieira et al. (1995) reportaram, para hidrolisado do
residuo de lagosta, 77% de proteina, enquanto Shahidi et al. (1995) e Gesualdo-

Liceaga; Li-Chan (1999) obtiveram para hidrolisados de peixe 70 e 77% de

proteina, respectivamente.

O teor de cinza dos hidrolisados variou entre 13,5 e 14,4%. Synowiecki e
Al-Khateeb (2000) obtiveram 23,9% em hidrolisado do residuo do camarao

Crangon crangon, e Gildberg e Stenberg (2001), 10% em hidrolisado de residuo
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do camardao Pandalus borealis. J& Gesualdo-Liceaga; Li-Chan (1999) relataram
21,3% para hidrolisado do peixe Clupea harengus. Além da adicdo de NaOH para
o ajuste de pH durante a hidrélise, tratamentos adicionais para a neutralizacao do
hidrolisado podem ter sido responsaveis pelos elevados teores obtidos nas
pesquisas.

O conteudo de lipidios nos hidrolisados protéicos variou de 1,7 a 2,2%,
mostrando-se inferior ao encontrado no residuo, 3,8%. Essa reducdo se deve a
uma tendéncia dos lipidios de se unirem e formarem vesiculas durante a hidrdlise,
permitindo, assim, sua remocdo apds centrifugacdo (SHAHIDI; HAN;
SYNOWIECKI, 1995). A retencdo dos lipidios no hidrolisado é indesejavel, pois
pode alterar sua estabilidade ao armazenamento e impedir seu uso na aplicacao
de alguns alimentos (SYNOWIECKI; AL-KHATEEB, 2000). O teor de lipideos no
hidrolisado pode estar relacionado ao método de separacado da fracdo soluvel
apds a hidrélise e também ao teor na matéria—prima. Hidrolisado do residuo do
camarao Crangon crangon apresentou 6,4% de lipideos, o que correspondeu a
50% do teor da matéria-prima inicial (SYNOWIECKI; AL-KHATEEB, 2000). Vieira

et al. (1995) reportaram 10,8% de lipideos em hidrolisado de residuo de lagosta.

3.1 Composicao dos aminoacidos totais e livres

A Tabela 2 apresenta os resultados da composi¢cado dos aminoacidos totais
do residuo e dos aminoacidos livres dos hidrolisados. Entre os aminoacidos totais
do residuo, a isoleucina, acido glutamico, acido aspartico e leucina exibiram as
maiores concentracdes, sendo o acido glutdmico o aminoacido que apresentou
maior valor, 12,50 g/100g de proteina, seguido da isoleucina com 10,31 g/100g de
proteina. Meyers (1986) encontrou 6,20% de isoleucina para a farinha do residuo
de camardo. Ja Synowiecki; Al-kateeb (2000) encontraram para a proteina
hidrolisada do residuo de camardo Crangon crangon, 13,2% de

isoleucina+leucina.
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Dentre os aminodcidos livres, a arginina, fenilalanina, lisina, leucina, acido
glutdmico e glicina apresentaram as maiores concentragées. Os aminoacidos
arginina, alanina, glicina e acido glutamico na forma livre sdo importantes para o
“flavor” de camardo. A arginina e glicina s&o considerados 0s principais
aminoacidos com acao atrativa para peixes e crustaceos (MANDEVILLE;
YAYLYAN; SIMPSON, 1992). Os valores encontrados neste estudo para os
referidos aminodacidos relacionados ao “flavor” e atratividade, estdo entre os

aminoacidos que apresentaram as maiores concentragoes.

O total de aminoacidos livres obtidos com pancreatina foi de 15 a 20%
superior ao total encontrado nos hidrolisados com alcalase. A alcalase é uma
endopeptidase, enquanto a pancreatina, além das endo peptidases, contém
exopeptidades, carboxipeptidase A e B, o que explica a maior liberacdo de
aminoacidos livres pela pancreatina (ADLER-NISSEN, 1986; TURGEON;
GAUTHIER, 1990; LAHL; BRAUN, 1994). O aumento do grau de hidrélise resultou

em maior contetdo de aminoacidos livres.

Simpson et al. (1998), utilizando as enzimas tripsina e quimotripsina bovina,
encontraram para hidrolisado do musculo do camardo Pandalus borealis, maior
concentracdo dos aminoacidos livres: glicina, alanina, arginina, prolina e valina
0,31; 0,20; 0,67; 0,37 e 0,10 g/100 g de proteina, para a enzima tripsina e 0,42;
0,14; 0,48; 0,55 e 0,14 g/100 g de proteina, para a quimotripsina. Esses valores

foram inferiores aos obtidos neste estudo.
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TABELA 2. Composi¢do dos aminoacidos totais do residuo do camarédo sete-

graus de hidrélise 5 e 10%.

barbas liofilizado e dos aminoécidos livres (g/100 g de proteina) dos
hidrolisados protéicos do residuo do camarao sete-barbas, obtidos
com as enzimas alcalase e pancreatina (HPRC-A, HPRC-P), com

HIDROLISADOS

Aminoacidos'?

Aminoacidos livres

AA Totais HPCR-A HPCR-P

Residuo GH 5% GH 10% GH 5% GH 10%
Asp 9,41+ 0,39 0,00° 0,00° 0,33 +0,03° 0,41 +0,00°
glu 13,74+0,50 1,39+0,06° 1,93+0,00° 1,63+0,08° 220+0,01°
Ala 5,74+0,18 1,30+0,04° 1,47+0,01° 1,61+0,03° 1,88+0,01°
Arg 5,63+0,31 2,16+0,04° 2,89+0,06° 3,08+0,06° 2,80+0,01°
Cys 1,43 £0,06 0,71 £0,01° 0,92+0,00° 0,70+0,02° 0,98 +0,01°
Phe* 409+0,12 1,93+0,01° 2,55+0,11* 2,02+0,05* 2,70 +0,02°
Gly 575+0,21 1,25+0,01° 1,31+0,01® 1,50+0,04*° 1,58+0,01?
His* 2,29+0,04 0,43+0,01*® 0,51+0,01* 0,63+0,01° 0,38+0,03°
lle* 10,71 +0,28 0,98+ 0,00° 1,21+0,11® 1,09+0,03° 1,61+0,01°
Leu* 8,58+0,14 159+0,01° 1,70+0,10° 2,15+0,04° 2,46 +0,01?
Lys* 6,46 0,19 2,00+0,01* 1,70+0,01* 2,38+0,03° 1,81 +0,04°
Met* 2,79+0,17 1,10+0,01° 1,43+0,01® 1,13+0,04° 1,63 +0,02
Pro 4,63+0,13 0,49+0,04°> 0,43+0,01° 0,77 +0,06° 0,85+0,01°
Ser 439+0,16 0,79+0,03* 1,17+0,06° 0,98+0,08° 1,10+0,05
Tyr 3,12+0,11 0,54 +0,05° 1,38+0,10* 1,46+0,03* 1,83+0,03°
Thr* 3,65+0,12 0,19+0,02° 0,31 +0,00° 0,00° 0,00°
Val* 4,00+0,09 1,04+0,01° 1,31+0,00° 1,20+0,01° 1,63+0,01°
TOTAL 96,41 17,89 21,79 22,66 25,85
AAE (%) 44,16
AAL-E/AAL- 51,76 49,20 46,78 47,27

totais (%) °

* Amino&cidos essenciais
! Média trés determinagdes * desvio padrdo
2 Valores com letras diferentes em linha para os amino&cidos livres sdo significativamente diferentes (p<0,05)

pelo teste de Tukey.

3 AAL-E/AAL-totais= Aminoacidos livres essencias/Aminoéacidos livres totais.
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3. 2 Distribuicao do tamanho molecular

A distribuicdo do tamanho molecular das proteinas do residuo e dos
hidrolisados esta apresentado na Figura 3. O resultado obtido para as proteinas
do residuo apresentou cinco picos na regidao relativa a 45 kDa (Figura 3A). A
Figura 3 mostra apenas as proteinas sollveis e fracdes parcialmente autolisadas
do mdusculo, pois as proteinas fibrilares nao sao solubilizadas nas condicoes
utilizadas na cromatografia. Nos cromatogramas dos hidrolisados (Figura 3 B-C-D-
E), observou-se o desaparecimento do pico na regidao equivalente a 45 kDa e o
aumento das areas dos picos na regidao de menor tamanho molecular, entre 9,9 e

14 minutos de elui¢do, que equivale ao peso molecular entre 1 e 2,5 kDa.
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FIGURA 3. Perfil cromatografico de exclusdo molecular do residuo e dos
hidrolisados: (A) RCST, (B) HPC-A GH 5%, (C) HPCR-A GH 10%,
(A) HPCR-P GH 5%, (A) HPCR-P GH 10%.
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.3 Distribuicao do peso molecular

A Figura 4 apresenta o perfil eletroforético dos hidrolisados e das proteinas
totais do residuo e do musculo do camarao sete-barbas. Observou-se para os
hidrolisados com alcalase (HPRC-A), com 5 e 10% de GH, uma uUnica banda
difusa, com peso molecular menor que 8 kDa. Comparando-se estes resultados
com o perfil das proteinas do residuo e do musculo (colunas 6 e 7), observou-se o
desaparecimento de todas as fragbes, clivadas pela alcalase. Os perfis dos
hidrolisados com pancreatina (HPRC-P), com 5 e 10% de GH, apresentaram duas
bandas, uma difusa, com peso molecular menor que 8 kDa e a outra definida com
peso molecular aproximadamente de 40 kDa. Esta fracao, possivelmente a actina,
foi totalmente hidrolisada pela alcalase e apenas parcialmente hidrolisada pela
pancreatina. Gesualdo-Liceaga e Li-Chan (1999) encontraram peso molecular
inferior a 6,5 kDa para hidrolisados de arenque (Clupea haregus) com alcalase.

PM (kDa) PM (kDa)
97
67 Tropomiosina
Actina
43
a-tropomiosina
16—
14 - 3() Miosina de baixo
s —- | L]
5 0.1 TroponinaC
Miosina de
14.4 baixo peso
1 2 3 4 5

FIGURA 4. Perfil eletroforético (SDS-PAGE): (2) HPRC-A com 5% de GH; (3)
HPRC-A com 10%de GH; (4) HPRC-P com 5% de GH; (5) HPRC-P
com 10% de GH; (6) residuo (RCST); (7) musculo de camarao; (1) e
(8) marcadores de peso molecular (Pharmacia).
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3.4 Perfil de hidrofobicidade

A cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) tem
sido considerada eficiente para separagcao de peptideos de hidrolisados protéicos,
além de indicar o seu carater hidrofilico e hidrofébico (LEMIEUX et al., 1990). E
também a técnica mais amplamente utilizada no mapeamento de peptideos em

amostras bioldgicas e de alimentos (HERRAIZ, 1997).

O perfil cromatografico de fase reversa do residuo do camarao sete-barbas
sem tratamento (RCST) e dos hidrolisados protéicos produzidos com alcalase e
pancreatina (HPRC-A, HPRC-P) estdo apresentados na Figura 5. O perfil de
eluicdo foi dividido em quatro categorias, de acordo com a hidrofobicidade dos
peptideos eluidos e os resultados estdo apresentados na Tabela 3. Observa-se
que a relacdo de hidrofobicidade/hidrofilicidade dos peptideos, expressa como
[Area de hidrofilicos+ é&rea de baixa hidrofobicidade])/[area de média
hidrofobicidade + area de alta hidrofobicidade], diminuiu de 15,8 para valores entre
2 e 4,5, apds a hidrolise enzimatica. Os hidrolisados com GH 5% apresentaram
uma relacdo hidrofébicos/ hidrofilicos de 4,6 para a alcalase e 4 para a
pancreatina e para aqueles com GH 10%. Estes valores foram reduzidos para 2,1
e 2,4. A pancreatina produziu o maior percentual de peptideos hidrofilicos,
possivelmente devido a formacao de peptideos menores. Os peptideos de média
hidrofobicidade mostraram-se constantes, entre 41,4 e 48,8%, independente do
GH e tipo de enzima utilizado para a producao do hidrolisado.
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FIGURA 5. Perfil cromatografico de fase reversa do residuo e dos hidrolisados: (A)
RCST, (B) HPRC-A com GH 5%,(C), HPRC-A com GH 10%, (D) HPRC-P

com GH 5% e (E) HPRC-P com GH 10%
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TABELA 3. Perfil de hidrofobicidade das proteinas do residuo do camarao sete-

barbas e dos hidrolisados com alcalase e pancreatina.’

Baixa Média Alta
Hidrofilico hidrofobicidade hidrofobicidade hidrofobicidade

Hidrolisados GH

HPRC-A 5% 5,54 12,38 41,37 40,71
HPRC-A 10% 8,01 24,74 48,78 18,51
HPRC-P 5% 16,80 3,14 48,75 31,31
HPRC-P 10% 18,02 11,16 45,78 25,04
RCST 2,78 3,15 22,90 71,01

" Valores da distribuicao de hidrofilicidade e hidrofobicidade relativa, expresso em % de area total
do cromatograma.

3.5 Solubilidade

A solubilidade é uma das propriedades fisico-quimicas e funcionais mais
importantes de hidrolisados protéicos, pela importancia que exerce sobre as
outras propriedades funcionais de proteinas. E influenciada pelo pH, temperatura,
concentracdo e forga ibnica (MAHMOUD, 1994). Pode ser definida como a
manifestacdo termodindmica do equilibrio entre interagdes proteina-proteina e
proteina-solvente. Os principais fatores que influenciam na solubilidade das
proteinas sado as interagdes hidrofébicas e as de natureza ibnica. Interacdes
hidrofébicas promovem interacdes proteina-proteina e resultam na diminuicdo da
solubilidade, enquanto as interagdes idnicas promovem interagdes proteina-agua
e resultam no aumento da solubilidade (MOOR et al., 1985; DAMODARAN, 1996).

A solubilidade dos hidrolisados e das proteinas do residuo esta
apresentada na Figura 6. Os hidrolisados apresentaram valores elevados de
solubilidade em todos os indices de pH estudados (2-10), diferindo
estatisticamente (P<0,05) da solubilidade das proteinas do residuo (RCST). A
solubilidade foi multiplicada por um fator 4 apds a hidrélise enzimatica. Para os
hidrolisados, a menor solubilidade foi de 97,93% + 1,44, em pH proximo ao ponto

isoelétrico, e aumentado em pHs acima e abaixo deste valor.
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FIGURA 6. Solubilidade do residuo (RCST) e dos hidrolisados com alcalase
(HPRC-A) com 5 e 10% e com pancreatina (HPRC-P) com 5 e 10%
de GH.

A solubilidade minima na regido do ponto isoelétrico também foi observada
por Synowiecki e Al-Khateeb (2000) para hidrolisados do residuo do camardo
Crangon crangon (81,7%), e Shahidi, Xiao-Qing Han e Synowiecki (1995) em

hidrolisados do musculo de peixe (93%).

O aumento da solubilidade da proteina hidrolisada pode ser atribuido a
diminuicdo do tamanho das cadeias de polipeptideos e o aumento da
hidrofilicidade devido a uma maior exposicdo de aminoacidos hidrofilicos
ionizaveis (acido aspartico, acido glutamico, tirosina, arginina, histidina e lisina) e
grupos carboxilicos (FONKWE; SINGH, 1996). Alta solubilidade em ampla faixa de
pH é uma propriedade util, sugerindo que a proteina hidrolisada pode ser usada

em varias aplicacées em alimentos e ragdes (ADLER-NISSEN, 1986).

127



4. CONCLUSOES

A hidrélise do residuo de camardo com as enzimas alcalase e pancreatina
resultou em hidrolisados com teor de proteina acima de 76%. O perfil eletroforético
dos hidrolisados mostrou ser a alcalase mais eficaz na clivagem nas proteinas do
residuo, apresentando peptideos com peso molecular menor que 8 kDa, enquanto
os hidrolisados com pancreatina ainda apresentaram a fracdo actina nao
totalmente hidrolisada. O aumento do GH resultou na diminuicdo da
hidrofobicidade dos peptideos formados, tendo a pancreatina produzdou maior

quantidade de peptideos hidrofilicos.

Os elevados teores de proteina e de aminoacidos essenciais, encontrados
com a alcalase e a pancreatina, indicam que os hidrolisados sdo produtos com
grande potencial de utilizagdo na industria de alimentos e de ragdes destinadas a
aquicultura. A presenca dos aminoacidos livres; arginina, glicina, alanina e acido
glutdmico, considerados importantes para producdo de flavorizantes e como
quimioatrativo para varias espécies de peixe e crustaceos, destaca o valor e o

potencial do uso desses hidrolisados em ra¢des para aquicultura.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES GERAIS

O residuo do camarao sete-barbas apresentou 40 a 48% de proteina, 20%
de quitina e 2,45 a 8,39 mg/100 g de astaxantina na extracdo com 6leo. Nao foi
possivel estabelecer relacdo entre época da coleta e composicao do residuo. A
maior variagcdo observada foi do teor de proteina, que pode estar relacionada as
condi¢des do processamento que deram origem ao residuo. Foram observadas,
também variagcbes no teor de astaxantina que podem estar associadas as
condicdes ambientais. O perfil eletroforético das proteinas do residuo foi
semelhante ao mdusculo, apresentando predominédncia dos aminoacidos: &cido
glutdmico, isoleucina, acido aspartico e leucina e um percentual de aminoacidos

essenciais de 45%.

A otimizacdo do processo de recuperacao de proteinas por hidrélise com
alcalase, empregando a Metodologia de Superficie de Resposta, mostrou que a
relagdo enzima/substrato (E/S) foi o fator mais importante. A maxima recuperagao
da fragédo protéica do residuo pela hidrolise foi 55,78%. Os modelos obtidos para
as duas respostas grau de hidrolise (GH) e recuperacdo de proteina (RP),
utilizando as condicoes de reacao: E/S 3%, temperatura de 60°C e pH 8,5 foram
estatisticamente significativos. Assim, as equacdes matematicas obtidas sao Uteis
para indicar tendéncias e as superficies de resposta para escolha de zonas de
operagao.

Na recuperacdao dos principais componentes do residuo, a hidrélise
enzimatica com alcalase foi mais eficiente do que com pancreatina, favorecendo a
recuperagao de proteina e astaxantina, em torno de 11 e 20% maior, enquanto o
aumento do GH proporcionou um incremento de 27 e 10%, respectivamente.
Aproximadamente 70% da astaxantina recuperada apés hidrélise foi proveniente
da fragao insoluvel. A quitina obtida apds processo enzimatico apresentou teores
de nitrogénio e cinzas superiores aos da quitina obtida por desproteinizagao
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alcalina. No entanto, manteve caracteristicas semelhantes a quitina recuperada

tradicionalmente.

Os hidrolisados obtidos com alcalase e pancreatina apresentaram teores
protéicos acima de 76%. O perfil eletroforético dos hidrolisados mostrou ser a
Alcalase mais eficaz na clivagem das proteinas do residuo, apresentando apenas
peptideos de baixo peso molecular, menor que 8kDa, enquanto os hidrolisados
com pancreatina ainda apresentaram a fracdo actina nao hidrolisada, com peso
molecular aproximado de 40 kDa.

Os hidrolisados apresentaram solubilidade em agua acima de 97% em faixa
de pH de 2 a 10, superiores a encontrada no residuo.

Os hidrolisados do residuo do camarao sete-barbas apresentaram em sua
composicao, na forma livre, os aminodcidos arginina, glicina, alanina e &cido
glutdmico, que sdo considerados responsaveis pela producédo de flavorizantes e
da acao quimioatrativa para varias espécies de peixes e crustaceos.

E possivel obter hidrolisados protéicos a partir do residuo industrial do
camarao sete-barbas, com caracteristicas que permitem a sua utilizacdo como

ingrediente de ra¢des para a aquicultura.
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CAPITULO 7

ANEXO DO CAPITULO 3

Planejamento experimental composto 2 ?— alcalase
Célculos dos Efeitos da E/S e temperatura
Planilha gerada pelo software STATISTICA

Effect Estimates; Var.:GH; R-sqr=,95875; Adj:,91751
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,2008333
DV:GH
Std.Err. -95%  +95% Std.Err.  -95,% +95,%

Effect Pure Err (2) p Cnf.Limt CnflLimt  Coeff. Coeff. Cnf.Limt Cnf.Limt
Mean/Interc.  12,28347 0,258733 47,47544 0,000443 11,17023 13,39671 12,28347 0,258733 11,17023 13,39671
(1)E_S (L) 2,104135 0,317358 6,630155 0,022001 0,738652 3,469617 1,052067 0,158679 0,369326 1,734809
ES (Q -2,48067 0,378691 -6,55065 0,02252 -4,11005 -0,8513 -1,24034 0,189346 -2,05502 -0,42565
(2)TEMP (L) -0,1512 0,317358 -0,47643 0,680742 -1,51668 1,214283 -0,0756 0,158679 -0,758340,607141
TEMP (Q) -4,3166  0,378691 -11,3987 0,007609 -5,94597 -2,68722 -2,1583 0,189346 -2,97299 -1,34361
1L by 2L 0,535 0,448144 1,193812 0,354949 -1,39321 2,463209  0,2675 0,224072 -0,6966 1,231605
Effect Estimates; Var.:RP; R-sqr=,84729; Adj:,69458
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0366333
DV: RP

Std.Err. -95,% +95,% Std.Err.  -95,% +95,%

Effect Pure Err (2) p Cnf.Limt Cnf.Limt Coeff. Coeff. Cnf.Limt Cnf.Limt
Mean/Interc. 55,62267 0,110503 503,3608 3,95E-06 55,14721 56,09812 55,62267 0,110503 55,1472156,09812
(1)E_S (L) 7,081743 0,135541 52,24804 0,000366 6,498558 7,664928 3,540872 0,06777 3,249279 3,832464
ES (Q -457086 0,161736 -28,2613 0,00125 -5,26675 -3,87497 -2,28543 0,080868 -2,63338-1,93748
(2JTEMP (L) -2,85023  0,135541 -21,0286 0,002254 -3,43341 -2,26704 -1,42511 0,06777 -1,71671-1,13352
TEMP (Q) -8,03648 0,161736 -49,689 0,000405 -8,73237 -7,34059 -4,01824 0,080868 -4,36619-3,67029
1L by 2L -0,015 0,191398 -0,07837 0,944669 -0,83852 0,808521 -0,0075 0,095699 -0,41926 0,40426
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