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RESUMO GERAL

Existe uma crescente demanda mundial por alimento, sendo a aquicultura uma excelente
ferramenta para suprir a demanda de alimentos. Com isso a producdo mundial aquicola
cresce massivamente nos Ultimos anos. Porém, grande parte desta producdo torna-se
residuo ao qual ndo tem uma adequada destinagdo. Sabendo que essa biomassa é uma
excelente fonte de diversos compostos de interesse humano foi realizado dois estudos,
que estdo escritos em dois capitulos. O primeiro capitulo € uma revisdo bibliografica
sobre 0s compostos de interesse presentes nos descartes da producdo de moluscos e
crustaceos oriundos da pesca e da aquacultura, como: proteinas, carotenoides, quitina e
seus derivados, acidos graxos e minerais. Posteriormente, sdo reportados estudos que
buscam a obtencdo e aplicacdo desses compostos, agregando assim valor comercial a
essas biomassas que podem ser utilizadas na fabricacdo de farmacos no combate ao
cancer, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares, fabricacdo de estruturas para
construcdo civil e biofilmes usados como curativos e embalagens, alimentos como ragédo
e hidrolisados concentrados de proteina. O segundo capitulo versa a respeito da
obtencdo de hidrolisado proteico utilizando como matéria prima o exoesqueleto e o
cefalotérax do camardo-branco-do-Pacifico (Litopenaeus vannamei) com utilizagdo do
ultrassom. Para a extracdo da proteina foi realizada uma hidrolise utilizando a enzima
Alcalase 2.4L utilizando 2 % (Enzima/Substrato) de proteina, 1:1 (peso:volume), pH
8,0, temperatura de 55 °C, durante uma hora e auxiliado previamente com tratamento de
ultrassom para obtencdo de hidrolisado proteico. O experimento contou com quatro
tratamentos onde foram aplicados tratamentos crescentes de ultrassonificacdo (1 W/mL)
em intervalos de tempo variados (5, 10, 15 minutos e um controle). As analises
realizadas no hidrolisado obtido foram o poder redutor, DPPH e ABTS. O hidrolisado
obtido apresentou 69,09 + 4,2 % de proteina, 12,7 + 2,25 % de lipidios, 11,91 + 4,2% de
carboidratos e 39,32 + 3,00 pg/g de teor de carotenoides totais. O tratamento
ultrassbnico conseguiu acelerar a curva cinética da hidrélise proteica, assim como
alterar o grau de hidrdlise de 9,55 + 0,7 para 12,18 = 0,7 %. Foi possivel concentrar de
trés (160,17 = 6,27 pg/g) a cinco vezes mais (393,29 + 3,00 pg/g) o teor de carotenoides
totais comparadas a quantidade presente no residuo (64,38 = 2,41 pg/g). O estudo
comprova positivamente o efeito do tratamento ultrassbnico antes das hidrélises

proteicas de residuos de camarao..

Palavras-chave: hidrolisado; residuo; sonificagdo, carotenoides, antioxidante.
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Abstract

There is a growing worldwide demand for food, with aquaculture being an excellent
tool to meet the demand for food. As a result, world aquaculture production has grown
massively in recent years. However, a large part of this production becomes waste to
which it does not have an adequate destination. Knowing that this biomass is an
excellent source of several compounds of human interest, two studies were carried out,
which are written in two chapters. The first chapter is a literature review on the
compounds of interest present in the production of mollusks and crustaceans from
fisheries and aquaculture, such as: proteins, carotenoids, chitin and their derivatives,
fatty acids and minerals. Subsequently, studies are reported that seek to obtain and
apply these compounds, thus adding commercial value to these biomasses that can be
used in the manufacture of drugs to fight cancer, neurodegenerative and cardiovascular
diseases, manufacture of structures for civil construction and biofilms used as dressings,
packaging, foods such as feed and concentrated protein hydrolysates. The second
chapter deals with obtaining protein hydrolyzate using the exoskeleton and
cephalothorax of Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) as raw material and
using ultrasound. For the extraction of the protein, a hydrolysis was carried out using
the enzyme Alcalase 2.4L using 2% (Enzyme / Substrate) of protein, 1: 1 (weight:
volume), pH 8.0, temperature of 55 °C, for one hour and aided previously with
ultrasound treatment to obtain protein hydrolysate. The experiment had four treatments
in which increasing ultrasound treatments (1 W / mL) were applied at different time
intervals (5, 10, 15 minutes and one control). The analyzes performed on the obtained
hydrolysate were the reducing power, DPPH and ABTS. The hydrolysate obtained
showed 69.09 + 4.2% protein, 12.7 £ 2.25% lipids, 11.91 + 4.2% carbohydrates and
39.32 + 3.00 ug / g content total carotenoids. Ultrasonic treatment was able to accelerate
the Kinetic curve of protein hydrolysis, as well as change the degree of hydrolysis from
9.55 £ 0.7 to 12.18 £ 0.7%. It was possible to concentrate from three (160.17 + 6.27 ug
/ g) to five times more (393.29 + 3.00 ug / g) the total carotenoid content compared to
the amount present in the residue (64.38 £ 2, 41 pug / g). The study positively proves the

effect of ultrasonic treatment before protein hydrolysis of shrimp residues.

Key Words: waste; byproducts recovery; shellfish; hydrolysates; enzymatic

hydrolysate; carotenoids; antioxidant.
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INTRODUCAO GERAL

Grandes quantidades de residuos de pescado sdo produzidas em unidades de
beneficiamento, pesca e comercializacdo. Dependendo do tipo de transformacdo, o
residuo gerado no processamento do pescado representa geralmente a metade do peso
inicial do produto (lllera-Vives et al., 2015). O descarte inapropriado de residuos tem
sido visto pela sociedade como algo negativo (Stockhausen et al., 2012), pois quando 0s
residuos sdo descartados de forma irregular contribuem com impactos ambientais. O
problema pode ser ainda maior do que é relatado devido a pesca ser oriunda de uma
atividade informal e mal planejada (Fanimo et al., 2000).

Existe uma grande demanda da aquicultura por proteinas de boa qualidade para a
producdo de racbes, sendo a mais utilizada é a farinha de pescado. No entanto, a
industria de racdo tende a encontrar alternativas quanto as suas fontes de proteina. 1sso
estad relacionada a qualidade duvidosa e a variacdo no volume de captura de pescado,
que pode gerar reducdo na sua oferta e custo elevado do produto (Faria et al., 2001).
Diversos produtos tém sido utilizados com o propdsito de incluir diferentes fontes de
proteina em racdes aquicolas e isso inclui subprodutos de pescado (Alam et al., 2005).
Em geral, estes subprodutos em sua maioria sdo destinados a produzir racbes para

animais (Saranya et al. 2016).

E possivel usar esses subprodutos do processamento para extrair diferentes
compostos além da proteina, utilizando diferentes técnicas de recuperagdo, como por
exemplo, a hidrolise enzimatica. Dentre estes compostos, podem ser citados a quitosana,
lipideos, minerais, carotenoides e carotenoproteina (Holanda, 2006; Ozogul, 2000;
Sachindra, 2005; Sachindra 2006). Este trabalho esté dividido em dois capitulos. Sendo
0 primeiro capitulo uma revisao bibliografica sobre o potencial industrial, alimenticio e
farmacoldgico que esses compostos extraidos dos subprodutos do processamento
pesqueiro possuem. O segundo capitulo ird aperfeicoar uma dessas técnicas de
recuperacdo para a obtencdo de hidrolisados proteicos, utilizando enzimas e tratamento

ultrassonico.
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OBJETIVOS
Objetivo geral:

Estudar subprodutos do residuo do camardo-branco-do-Pacifico (Litopenaeus

vannamei).

Objetivos especificos:

1. Descrever sobre os subprodutos de interesse no descarte de pescados;
2. Citar formas de extracdo desses subprodutos;
Apresentar a aplicabilidades desses subprodutos;

Obter hidrolisados proteicos com auxilio de enzimas proteoliticas e ultrassom;

a > W

Determinar o grau de hidrolise, teor total de carotenoides e o potencial

antioxidante do hidrolisado obtido.
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RESUMO

A producdo mundial de organismos aquaticos tem crescido constantemente nas ultimas
décadas. Esse incremento na producdo resulta em elevados volumes de subprodutos e
residuos, que geralmente sdo considerados de baixo valor comercial e
consequentemente sdo descartados em aterros ou no préprio mar, provocando sérios
problemas ambientais. Esses rejeitos geralmente subvalorizados apresentam em sua
composi¢do uma importante fonte de compostos bioativos, como 0s amino&cidos,
carotenoides, quitina e derivados, acidos graxos e minerais. Esses compostos sdo
capazes de ofertar inimeros beneficios devido as suas propriedades bioativas.
Atualmente, grande parte dos residuos aquicolas que sdo aproveitados sdo destinados a
indUstria de racdo. Porém, a aplicabilidade desses compostos pode ser oportuna em
varios outros setores. Essa revisdo descreve estudos que buscam a obtencéo e aplicacéo
de compostos bioativos de residuos de diferentes fontes aquicolas, agregando assim

valor comercial a essas biomassas subutilizadas.

Palavras Chave: Crustaceos, moluscos, quitina, quitosana, proteina, carotenoides,

minerais, aminoacidos, aplicacdo, acidos graxos.

Abstract

The global production of aquatic organisms has grown steadily in recent decades. This
increase in production results in high volumes of by-products and waste, generally
considered to be of low commercial value and are consequently discarded in landfills or
in the sea, causing serious environmental problems. This generally undervalued waste
presents an important source of bioactive compounds in its composition, such as amino
acids, carotenoids, chitin and derivatives, fatty acids and minerals. These compounds
are capable of offering numerous benefits due to their bioactive properties. Currently, a
large part of the reused aquaculture waste is destined to the feed industry. However, the
applicability of these compounds may be opportune in several other sectors. This review
describes studies that seek to obtain and apply bioactive compounds from different
sources of aquaculture waste, thus adding commercial value to these underutilized

biomasses.

Keywords: Crustacean, mollusca, quitin, chitosan, proteins, carotenoids, minerals,

amino acid, aplications, fatty acids.
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INTRODUCAO

A escassez de recursos ambientais tem preocupado diversos paises,
despertando uma maior atencdo da populacdo para 0 reuso, reaproveitamento e
reciclagem dos produtos em geral (Regina et al., 2016). Nesse sentido, diferentes
pesquisas buscam desenvolver e refinar tecnologias capazes de resgatar compostos
bioativos de interesse humano encontrados em residuos e torna-los Uteis novamente
(Gustavsson et al., 2013).

A biomassa de crustdceos e moluscos oriundos tanto da pesca quanto da
aquicultura é considerada como geradora de grandes volumes de residuos, porém ¢é
pouco explorada quando comparada com a biomassa terrestre (Meivelu Moovendhan et
al., 2019). Estudos apontam que a aquicultura e a pesca de crustaceos atingiram uma
producdo de 9,3 e 6,3 milhdes de toneladas, respectivamente. J& para a producdo de
moluscos foram registrados indices na ordem de 16,9 e 6,0 milhGes, respectivamente
(Food and Agriculture Organization, 2020b, 2020a). Dependendo do tipo de
processamento da espécie, grande parte dessa producdo é descartada. O desperdicio de
organismos aquaticos representa de 20 até 70% da producdo total, gerando assim um

elevado volume de residuos (Rinaudo, 2006).

Essa biomassa considerada como residuo geralmente pode ser destinada a
outros propositos, devido ao grande potencial de compostos ativos presentes na sua
composigdo (El Knidri et al., 2018; Sindhu and Sherief, 2011). No entanto, devido a
falta de meios e tecnologia adequada para o tratamento dos residuos pesqueiros, acaba
gerando problemas sanitarios e ambientais. O descarte inapropriado de material
bioldgico de alta degradabilidade tem efeitos negativos no meio ambiente quando mal
destinados, uma vez que s@o considerados excelentes substratos para a proliferagdo
microbiana, sendo uma das maiores causas de poluicdo das bacias hidrolégicas (N. Yan
& Chen, 2015).

Os residuos gerados pelo processamento de organismos aquaticos
apresentam uma fonte inesgotavel de compostos bioativos de interesse humano capazes
de promover inimeros beneficios para a populagdo quando recuperados (Sowmya et al.,
2011). O volume gerado de residuos a partir de crustaceos e moluscos representa
importante fonte de aminoacidos essenciais (Sowmya et al., 2011), quitina e seus
derivados (Abdelmalek et al., 2017; Suryawanshi et al., 2019), acidos graxos (Zhao et
al., 2011), minerais como carbonato de calcio (Suryawanshi et al., 2019) e carotenoides
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como a astaxantina que o quilo pode alcancar valores acima de 7000 US $ (Routray et
al., 2019).

A composicdo dessa biomassa pode atingir concentracdes de 30 a 40% de
proteina, 30 a 50% de minerais, 15 a 40% de quitina e 10 a 60% de &cidos graxos, essas
concentragfes podem variar de acordo com a espécie e o tipo de tecido analisado (Mao
et al., 2017). Além disso, ainda é possivel encontrar consideraveis indices de compostos
bioativos como 4&cidos graxos poli-insaturados, colageno (Suleria et al., 2016),
vitaminas e minerais (Meivelu Moovendhan et al., 2019).

Proteinas, quitina, minerais, carotenoides e acidos graxos sdo obtidos por meio
de processos tecnoldgicos e possuem propriedades funcionais. Estudos com
biorrefinaria integrada vém ganhando destaque, essas sdo capazes de destinar 0s
compostos de interesse de cada residuo em um fluxo reutilizavel dentro do sistema de
producéo (Regina et al., 2016; Suleria et al., 2016). Entre 0s processos de recuperagao
mais utilizados estdo uso de reagentes quimicos como &cidos ou enzimas especificas
produzidas por bactérias fermentadoras ou do trato digestivo animal (Dun et al., 2019;
Guo et al., 2019). Esses compostos apOs serem recuperados podem ser reaplicados
como fertilizantes (Hua et al., 2015; N. Yan & Chen, 2015), racdo (Nunes et al., 2019),
farmacos (Narayanasamy et al., 2020; Sah et al., 2019), nutracéuticos (L. Zhang &
Wang, 2015), terapias (Li et al., 2020), nutricosméticos (Tang et al., 2020), racédo
animal (Nunes et al., 2019), fertilizantes (Hua et al., 2015), engenharia téxtil e em varios
outros setores industriais (Andonegi et al., 2020; Merz, 2019; Sah et al., 2019). A
presente revisdo tem como objetivo fornecer informacfes sobre quais compostos
bioativos podem ser obtidos a partir de residuos agroindustriais aquicolas e seu

potencial de aplicacéo.

PESCA E AQUICULTURA DE CRUSTACEOS E MOLUSCOS

Estima-se que em 2020 a producgdo global de pescado atinja 178 milhdes de
toneladas. Crustacea, subfilo que engloba camardes, lagostas e caranguejos, e Mollusca,
filo que engloba lula, ostras e polvo, estdo entre as espécies de maiores valores
comerciais dentro da pesca e da aquicultura (FAO, 2020b). A producédo de crustaceos e
moluscos no mundo em 2020 pode ultrapassar 15 milhdes de toneladas e 20 milhdes de
toneladas, respectivamente. No Brasil, a producdo de crustaceos oriundos da pesca e
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aquicultura foi mais de 100 mil toneladas em 2018, enquanto a produgdo de moluscos
foi de 25 mil toneladas (FAO, 2020a).

Na industrializacdo de crustdceos e moluscos, a remocdo de exoesqueleto,
apéndices e cefalotérax geram residuos solidos e de dificil degradacdo (Regina et al.,
2016). Os residuos gerados do processamento de camarfes e lagostas descascados e
descabecados representam de 20 até 70% do peso vivo de cada animal utilizado (Bessa-
Junior & Goncalves, 2013). A fracdo comestivel das lulas é de aproximadamente 60 a
80%, que compdem os tentdculos, manto e barbatanas. Entre as visceras da lula, o
figado representa cerca de 12% dessa biomassa, mas geralmente é descartado durante
seu processamento apesar de ser comestivel (Meivelu Moovendhan et al., 2019).
Quando falamos em rendimento para mexilhdes e ostras, os valores sdo ainda menores
podendo atingir apenas 10% de seu peso. Segundo Ogawa et al. (2008) o rendimento
maximo do caranguejo apresentou 28%, sendo assim gerados 72% do peso vivo como
residuo.

A industria de crustaceos marinhos gera as maiores quantidades de residuo
contendo carapaca (6 a 9 milhGes de toneladas/ano produzidas globalmente),
especialmente quando se refere aos exoesqueletos de crustaceos, como: camardes,
caranguejos e lagostas (Lambertus et al., 2020). Assim como grandes industrias, a
industria pesqueira acumula residuos em suas producgdes. Sendo esses mesmos residuos
avaliados com um valor de 100 até 120 US $ por tonelada sendo o custo de descarte

chegando a 150 US $ para qualquer espécie (Yan & Chen, 2015).

REUTILIZACAO DOS SUBPRODUTOS

PROTEINA

As proteinas sdo as biomoléculas mais abundantes nos seres vivos e apresentam
importantes funcdes fisiologicas na nutricdo animal (Abreu et al., 2019). Diferentes
estudos buscam a obtencdo de proteinas a partir de subprodutos de organismos
aquaticos, uma vez que esses subprodutos compreendem aproximadamente entre 45 a
60% do peso de crustaceos para camardes (Mao et al., 2017; Sila et al., 2014), 72% para
caranguejos e até 20% para moluscos como lulas, podendo variar dependendo da

espécie e do tipo de processamento (Lambertus et al., 2020). Nessa biomassa, ainda é
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possivel encontrar uma concentracdo aproximada de 56,8% de aminoacidos essenciais
(Mao et al., 2017). Os teores de proteina de residuos encontrados em espécies mais
utilizados na industria de pescado estdo apresentados na Tabela 1.

Existem diversas formas de recuperar a fracdo proteica do residuo, sendo a mais
comum o método quimico que separa a proteina do substrato através do ponto
isoelétrico (Suleria et al., 2016). Em um estudo concentrou-se proteinas a partir de
residuos de crustaceos através do processo de solubilizagdo isoelétrica em pH 4 e foi
possivel obter 73,1% de proteina e boas propriedades funcionais, como solubilidade,
capacidade emulsificante e de retencdo de Oleos, que favorecem a industria de
alimentos. O autor reportou que o concentrado apresentou propriedades funcionais
como solubilidade de 2,5mL/g, capacidade de retencdo de 6leo 8,5 mL/g de proteina e
emulsificacdo de 0 até 20%, entre o pH 3 e 8 (Abreu et al., 2019). Dezesseis
aminoéacidos foram encontrados nesses residuos (Guo et al., 2019). Véarios aminoacidos
essenciais, como: Fenilalanina, Histidina, Leucina, Lisina, Metionina, Treonina,
Isoleucina e Valina foram encontradas em todos residuos analisados por diferentes
autores (Abreu et al., 2019; Djellouli et al., 2020; Guo et al., 2019).

Entretanto, a desvantagem do método quimico é a grande quantidade de residuos
quimicos produzidos que sdo potencialmente prejudiciais ao meio ambiente (Suleria et
al., 2016). Varios autores reportaram os métodos biotecnolégicos como mais eficientes,
econbmicos e ambientalmente aceitaveis, pois preservam a integridade fisica e
funcional dos compostos de interesse, pois ndo utilizam reagentes quimicos nem
produzem residuos quimicos (Abreu et al., 2019; Djellouli et al., 2020; Ghorbel-Bellaaj
et al., 2017; Gortari & Hours, 2013; Mao et al., 2017; Mao, Liu, et al., 2013; Mao,
Zhang, et al., 2013; Senphan et al., 2014; Sun & Mao, 2016).

Existem trés métodos biotecnoldgicos em destaque. O fermentativo utilizando
bactérias fermentativas como Serratia marcescensi e Bacillus sp. (Bastiaens et al.,
2019; Djellouli et al., 2020; Dun et al., 2019). No processo enzimatico é frequentemente
utilizada enzimas como Flavourzyme, Protamex e principalmente a Alcalase (Dun et al.,
2019; Ghorbel-Bellaaj et al., 2017; Idowu et al., 2020), enquanto o processo autolitico
utiliza enzimas enddgenas do organismo (Sowmya et al., 2011). As enzimas além de
separar a proteina e peptideos, também podem hidrolisa-las na forma de aminoacidos
livres, tornando-as mais acessiveis, dependendo do grau de hidrolise (Mao et al., 2017).

Em outro estudo foi avaliado a combinacdo do método de autédlise com

fermentacdo usando Bacillus licheniformis para desproteiniza¢do e obtengdo de quitina
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e proteina de subprodutos do camardo. Esse mesmo estudo comparou 0s métodos
quimico e biotecnolégico. No método quimico seria usado 2,7 kg de NaOH, 4 L de
HCL, 850 L de 4gua e temperatura de 70°C durante 12 h de reagdo, enquanto que o
processo biotecnoldgico seria usado apenas 240 L de dgua em 50°C durante 16 h (Guo
et al., 2019). Alguns autores afirmam que para obter melhores rendimentos é necessario
realizar a remogdo dos minerais antecipadamente (Hamdi et al., 2020; Suleria et al.,
2016).

O conteudo dos concentrados proteicos, seja obtido por método quimico ou
biotecnoldgico, sdo carotenoproteinas, aminoacidos livres e peptideos hidrolisados
(Idowu et al., 2020). Estudos observaram que peptideos filtrados dos residuos de
caranguejos apresentaram atividade méxima de 92,36% e 11,19% de desnaturacdo de
albumina e estabilizacdo de membrana, respectivamente. Os peptideos foram capazes de
inibir a expressdo pro-inflamatoria de substancias como a enzima ciclooxigenase COX-
2, sendo esse efeito diretamente proporcional a suas concentragdes (Narayanasamy et
al., 2020). Peptideos apresentaram atividades antioxidantes segundo 0s ensaios por
captura de radiais livres ABTS e sugeriram que diferentes moléculas com diferentes
mecanismos antioxidantes foram formadas (Djellouli et al., 2020).

Em outros estudos com andlises de atividade antioxidante e antimicrobiana os
isolados proteicos extraidos de residuos de camardo, formaram halos de inibicdo
maiores que 8,0 £ 0,5 mm de didmetro contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Bacillus cereus, Micrococcus luteus (Younes
et al., 2012) e quando adicionadas de glucosamina formaram halos de inibicdo para
mais outras quatro espécies: Lactobacillus helveticus, Listeria innocua, Citrobacter
freundii e Pseudomonas fluorescens (Ghorbel-Bellaaj et al., 2017). Os efeitos
antimicrobianos ndo foram esclarecidos, mas provavelmente exerceram diferentes
mecanismos inibitdrios (Djellouli et al., 2020).

As proteinas de fontes marinhas também sdo usadas como gelatinas em produtos
alimenticios devido a capacidade de formacao de espuma e gel. Essa gelatina é formada
durante a hidrolise parcial do coldgeno e pode ser usada na industria de alimentos
devido a melhoria da textura, capacidade de retencdo de &4gua e estabilidade de produtos
alimentares (Abreu et al., 2019). Outras alternativas para a recuperacdo e utilizacdo de
proteinas, peptideos e aminoacidos provenientes de residuos aquicolas poderiam ser
acrescentadas a alimentacdo humana como suplemento, nutracéuticos (Sun & Mao,

2016), farmacos (Narayanasamy et al., 2020), podendo tratar, diabetes, hipertensao,
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cancer, doencas inflamatdrias e neurodegenerativas (Idowu et al., 2020). Entretanto,
esses residuos de moluscos e crustdceos em sua maior parte sdo destinados para
indUstria de racdo animal devido a praticidade e pela alta demanda de ingredientes com
alto teor proteico e alta digestibilidade (Leal et al., 2010; Nunes et al., 2019).

CAROTENOIDES

A palavra carotenoide expressa uma familia variada de pigmentos naturais,
como vermelho, amarelo e laranja. Sdo hidrocarbonetos com alternéncia de ligagoes
simples e duplas que dao a essas moléculas propriedades de absorver radiagédo entre 400
e 500 nm e serem bastante reativas. S8o amplamente distribuidos na natureza e
sintetizados por plantas, fungos e bactérias, principalmente em seus cloroplastos
(Britton et al., 2012). Os demais animais, inclusive os crustaceos e moluscos, adquirem
tal composto pela dieta (Sachindra et al., 2005). Em geral, o teor de carotenoides
presente nos tecidos de diferentes espécies de crustaceos atinge valores de 50 ug/g,
sendo que as distribuicGes dos tipos de carotenoides e as concentragdes dos mesmos
pelos tecidos variam com a espécie e o0 estagio de vida do animal (Rehman et al., 2020;
N. M. Sachindra et al., 2005).

Os carotenoides nem sempre estdo como moléculas livres, grande parte se
encontra ligados covalentemente a proteinas ou mono ou diésteres ligados a acidos
graxos (Armenta & Isabbl, 2009). Por serem moléculas lipofilicas, geralmente os
carotenoides sdo extraidos utilizando solventes organicos como éter de petréleo e
metanol e principalmente acetona para métodos analiticos (Hou et al., 2016). Ja para
extracOes seguras sdo utilizados outros solventes organicos, como 6leos vegetais e
alcool, além disso, existem métodos que utilizam gas carbdnico e ultrassom (Routray et
al., 2019). Carotenoides também séo obtidos no processo de desproteinizacdo em sua
forma complexada com a proteina, quando isso acontece a mesma é chamada de
carotenoproteina (Armenta & Isabbl, 2009). Os métodos mais comuns de se obter
carotenoproteina sdo por meio de fermentacdo e enzimas proteoliticas (Guo et al.,
2019). Maiores quantidades de carotenoides séo extraidas da matéria-prima quando a
mesma ndo € desproteinada, isso acontece, pois, parte dos carotenoides estdo ligados
com as proteinas e parte desses carotenoides é extraida junto as proteinas (Routray et
al., 2019). Autores reportam que a carotenoproteina conserva 0s demais compostos

devido a sua potencial reatividade e potencial antioxidante, sendo assim também as
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primeiras moléculas a se degradarem ao reagir com radicais livres (Jothy et al., 2019;
Rehman et al., 2020; Sindhua & Sherief, 2011).

As concentragfes de carotenoides sao maiores nos residuos quando comparada a
propria carne comercializada, isso acontece porque hd um grande armazenamento de
pigmentos nos olhos e cromatdfaros (Jothy et al., 2019; Sindhua & Sherief, 2011). Em
residuo de camardes, 0s carotenoides sdo encontrados em concentracdes de
aproximadamente 153pg/g e 104,7ug/g na cabegca e carapaga, respectivamente
(Sachindra et al., 2005). O teor total de carotenoide varia de acordo com a espécie,
tecidos e a forma de extracdo. Alguns estudos sobre concentracéo de carotenoides estéo
apresentados na Tabela 1. Apesar da astaxantina ser o carotenoide principal de
organismos marinhos e representar cerca de 70% ou mais da composicdo total de
carotenoides, também existem outros tipos, como: B-caroteno, echinenona,
cantaxantina, luteina, zeaxantina, etc (Rehman et al., 2020). Cada tipo de carotenoide
pode ser encontrado em forma diferente devido a diferentes possibilidades de
esterificacOes. As suas diversas formas esterificadas ampliam a complexibilidade,
interagfes e compatibilidade com diferentes comprimentos de onda, radicais livres,
propriedades bioativas, molécula ou membranas (Britton et al., 2012; Rehman et al.,
2020).

Os carotenoides sdo importantes complementos dietéticos para a formacdo da
pigmentacdo dos animais (Jothy et al., 2019). Quando o animal é submetido a uma dieta
rica em carotenoides pode-se alterar a coloracdo da carne e da pele, sendo isso possivel
em apenas 28 dias com apenas 0,1% de inclusdo dietética usando astaxantina,
cantaxantina ou luteina (Meilisza et al., 2017). Essa coloracdo tem importancia para o
aceite do produto pelo mercado, sendo a astaxantina a mais utilizada no cultivo de
salmé@o e espécies ornamentais (Ignatz et al., 2020). Atuam como antioxidantes quando
administrada em concentragdes como 80 ou 150 mg/kg no bagre Pelteobagrus
fulvidraco (Liu et al., 2016). Estudos recentes indicam que a astaxantina, o carotenoide
de maior destaque, apresenta 100-500 vezes maior que o potencial antioxidante da
Vitamina E e 6000 vezes maior que a Vitamina C testadas in vivo (Kowsalya et al.,
2019). Além de ser percursor para sintese de vitamina A (Lopes et al., 2018), assim
como o B-caroteno, ambos séo utilizados nas industrias de alimentos, nutricosméticos e
farmacéuticas (Fu et al., 2019). Os carotenoides apresentam propriedades anti-

inflamatdrias (Naguib, 2000), além de propriedades contra doencas cardiovasculares
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(Harari et al., 2020). Foi observado que doses administradas em concentracdes similares
de astaxantina extraida da carapaca de camardo obtiveram efeitos melhores do que
astaxantina das demais fontes, em testes contra doencas degenerativas e estresse
oxidativo neuroldgico, inclusive melhorando a memoria e aprendizado em modelos
animais (Taksima et al., 2019). A astaxantina tem efeito sobre inflamacéo e a inibigéo
da fibrogénese (Ni et al., 2015). Também possui efeitos sobre a proliferacdo, invasao,
migracdo do carcinoma, diminuindo metastase (Rehman et al., 2020), além de induzir a
apoptose de células cancerigenas in vitro (Suganya & Anuradha, 2019), in vivo (Roy et
al., 2017) e in situ (Shao, et al,. 2016). A astaxantina € uma poderosa ferramenta
terapéutica no combate do cancer (L. Zhang & Wang, 2015), esta também apresenta
eficiéncia nos tratamentos de cancer bucal, mama, bexiga carcinogenese, leucemia,
carcinoma de pulmao, colorretal, hepatocelular e varios outros (Suleria et al., 2016). Por
isso a astaxantina tem ganhado muito destaque nos Gltimos anos, principalmente sobre
autofagia e angiogenese que ainda ndo foram bem explicadas (L. Zhang & Wang,
2015).

Somente o comércio de carotenoides sintéticos e naturais para suplementacéao
dietética na aquicultura foi estimado em US$447 milhGes em 2014. O carotenoide
natural mais facilmente extraido de crustdceos é a astaxantina, por isso € 0 mais
utilizado pela industria, podendo alcancar valores aproximados de 7.000 US$/kg
(Routray et al., 2019).

QUITINA E SEUS DERIVADOS

A quitina é um material biodegradavel com propriedades bioativas e ndo toxica.
Denominada poli (B-(1-4)-N-acetil-D-glicosamina), € o polissacarideo linear mais
abundante encontrado na natureza depois da celulose, sendo um revestimento protetor
para invertebrados (El Knidri et al., 2018; Ozogul et al., 2018). Apesar da quitina ser
encontrada em organismos do reino animal e fungi terrestres, a sua maior fonte esta nos
organismos aquatico como microalgas, poriferos, cnidarios, artropodes e moluscos
(Bastiaens et al., 2019; Hamed et al., 2016; Rinaudo, 2006). Destes 0s organismos que
ganharam maior destaque foram os artropodes (Rinaudo, 2006), moluscos (Abdelmalek
et al., 2017) e provavelmente o reino fungi ganhara destaque no futuro devido a grande

quantidade de quitina encontrada em seus tecidos (Bastiaens et al., 2019).
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O conteudo de quitina varia amplamente e esta relacionado as condigdes de
descasque durante o processamento, como também da espécie, a parte do organismo,
estado de nutricédo e fase do ciclo reprodutivo (Rinaudo, 2006). A quitina encontra-se na
carapaca que sdo facilmente encontradas em animais aquaticos com proporcoes
aproximadas de 10% até 30% do peso Umido do residuo aquicola ou de 35 até 75% do
peso seco (FAO, 2020b). Na Tabela 1 podem ser observados estudos indicando a
composicéo total de quitina analisadas de residuo de diversas espécies.

A quitina apresenta-se na forma de um pé amarelado, com estrutura cristalina ou
amorfa, insolivel em agua e na maioria dos solventes organicos, devido as ligacOes
inter e intramoleculares de hidrogénio que atuam na sua estrutura (Roy et al., 2017).
Além disso, apresenta trés estruturas polimoérficas na natureza, denominadas o, p € y-
quitina. Esses polimorfismos da quitina sdo diferenciados pela polaridade. A a-quitina,
a forma polimorfica mais encontrada, € uma estrutura rigida e resistente presente na
cuticula de artropodes (Hamed et al., 2016).

O método mais utilizado para recuperar a quitina é usando reagentes quimicos, e
na sua maioria sdo acidos e bases fortes (Roy et al., 2017). A producdo biotecnoldgica
mostra-se uma alternativa atraente para substituicdo do método quimico convencional,
utilizando bactérias produtoras de &cido latico para desmineralizacdo, proteases para
desproteinizacgdo e quitina desacetilases para conversédo de quitina em quitosana (Guo et
al.,, 2019). Isso reduz a geracdo de residuos quimicos altamente poluentes e a
despolimerizacdo dos polimeros, mantendo a qualidade em relacéo as suas propriedades
e funcionalidades (Lopes et al., 2018).

Os derivados da quitina como a quitosana, quitooligosacarideos e glucosaminas
sdo polissacarideos naturais obtidos apds esses procedimentos e possuem interesse
industrial (Djellouli et al., 2020; Rinaudo, 2006; Zaeni et al., 2017). Nos crustaceos, a
quitina encontra-se associada aos demais constituintes do exoesqueleto, formando um
complexo mineralizado com as proteinas, fendis e lipidios, que se reticulam para formar
estruturas macromoleculares altamente ordenadas, por isso sdo necessarias diferentes
etapas de purificacdo e recuperagdo do polissacarideo (Van Dyken & Locksley, 2018).
Entdo, o processo de isolamento da quitina deve passar por processos de secagem,
desmineralizacdo, desproteinizacdo, desacetilacio e desodorizacdo para sua
transformacdo em outro composto (Ozogul et al., 2018), mas também podem ser

encontradas em pequenas quantidades de forma natural.
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A celulose e a quitina apresentam estruturas semelhantes, cuja diferenca esta na
presenca de um grupamento hidroxila (OH) no carbono-2 do anel glicosidico da
celulose. Na quitina, a hidroxila é substituida por um grupamento acetoamida
(NHCOCHS3) durante um processo industrial para sua transformacdo em quitosana. A
substituicdo da hidroxila pelo grupo acetamida confere a quitina alto grau de acetilacéo,
geralmente em torno de 90%. O grau de acetilacdo possui efeito determinante na
solubilidade dos polimeros, diferenciando a quitina de seu derivado funcional, a
quitosana (Younes & Rinaudo, 2015).

Diversos autores tém abordado as barreiras enfrentadas nos processos de
obtencdo de quitina, uma vez que as propriedades do polimero e de seus derivados
dependem do grau de polimerizacédo, grau de acetilagdo e da massa molar, influenciados
diretamente pelas condicGes de processo. (Aranday-Garcia et al., 2017; Dun et al., 2019;
Gamal et al., 2016; Hamdi et al., 2018; Lopes et al., 2018; Younes et al., 2012; H.
Zhang et al., 2012). Dependendo do substrato e do método de extracdo da quitosana séo
obtidos diferentes resultados para a acetilagéo.

A quitosana é usada em diferentes setores da industria de alimentos, de racdes
(Bonilla et al., 2014) e farmacos (Shajahan et al., 2017). Além disso, € amplamente
utilizada como nutricosméticos (Andonegi et al., 2020), devido as suas propriedades
anti-coagulante, biocompatibilidade, biodegradabilidade (Bastiaens et al., 2019) e
antimicrobianas (Abdelmalek et al., 2017; Mohandas et al., 2018). Usada em processos
biotecnologicos como de purificacdo de agua (Al-Manhel et al., 2018), industria téxtil,
producdo de filmes ambientalmente sustentaveis e biodegradaveis (Arvanitoyannis,
2008; Tsai et al., 2020). A quitosana também é compativel com outros aditivos para a
encapsulamento, protegendo-os contra a oxidacdo (Dutta et al.,, 2012) e ataque
microbiano (Dutta et al., 2012; El-Diasty, 2012), por exemplo amido de mandioca,
polidis (Arvanitoyannis, 2008) e colageno (Andonegi et al., 2020), também apresentam
propriedades quimicas podendo atuar como uma molécula sequestradora de metais
(Futalan et al., 2011).

A adicdo de quitosana em alimentos inibe micro-organismos e off flavor (El-
Diasty, 2012). Além disso, também pode ser utilizada como um filme polimérico
biodegradavel compativel com a adi¢do de conservantes para embalagens de alimentos
(Dutta et al., 2012) adicionando-se alginato que é outra substancia também extraida de
algas vermelhas e marrons, também um residuo agroindustrial (Yan et al., 2000). O

complexo polieletrélito de quitosana com alginato é usada em filmes como curativos
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para cicatrizes (Andonegi et al., 2020; Paulo et al., 2007) e também na fabricacdo de
esponjas com potencial curativo ou na engenharia de tecidos (Sah et al., 2019). Este
também apresenta propriedades antibacteriana contra algumas espécies, como:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus e
outras (Abdelmalek et al., 2017; Younes et al., 2012).

A quitosana como alimento funciona como fibra soluvel, sendo caracterizada
como um alimento funcional comum em muitos nutricosméticos para emagrecimento
por ser inerte no intestino humano e funcionando como prebidtico, alterando a
composicdo da microbiota intestinal (Tang et al., 2020). Também atua como agentes
espessantes e estabilizadores (Arvanitoyannis, 2008; Rinaudo, 2006). E usada como
nanocarreador de outras moléculas bioativas em tratamentos, como em quimioterapias
anti-tumorais, anti- melanomas, (Li et al., 2020), além de para farmacos periodontais
(Sah et al., 2019). Ela também forma hidrogéis para tratamento intra-articulares para
artrite e osteoartrite (Pan et al., 2020). A quitosana pode alcangar valores aproximados
de 4000 US$/kg nos Estados Unidos enquanto a quitina bruta alcanca 20 US$/kg
(Bessa-Junior & Gongalves, 2013).

ACIDOS GRAXOS

Os 4cidos graxos sao compostos organicos formados por uma cadeia
hidrocarbonada e um grupo carboxilico que normalmente é delimitado com glicerol,
formando mono, di ou triglicerideos. Dependendo da natureza da cadeia
hidrocarbonada, os &cidos graxos podem ser saturados ou insaturados, que por sua vez
podem ser &cidos graxos monoinsaturados (MUFA) ou poli-insaturados (PUFA)
(FAO/WHO, 2008). Muitos dos acidos graxos podem ser sintetizados metabolicamente,
mas existe um grupo de PUFA, os &cidos graxos essenciais, que animais e humanos néo
podem produzir ou ndo conseguem produzir em quantidades significativas, sendo assim
necessario adquiri-los dieteticamente (Suleria et al., 2016). Os PUFAs 6&mega-3
eicopentanoico (EPA) e o docosahexaenodico (DHA) sdo os mais estudados, devido a
inimeras evidéncias cientificas para a salde e prevencdo de doencgas coronarias,
neurodegenerativas, derrame e diabetes (Tacon et al., 2020). E desejavel uma proporcao
de PUFAs dmega-6 (n-6) e émega-3 (n-3) de 5:1 ou menos para humanos (Rubio-

Rodriguez et al., 2010). O recomendado para dieta humana é cerca de 400-500 mg de
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EPA + DHA diariamente para reducdo e prevencao de doencas corondrias por exemplo
(Meivelu Moovendhan et al., 2019).

Os animais marinhos sdo as melhores fontes de &cidos graxos poli-insaturados
(Meivelu Moovendhan et al., 2019) tendo 6rgédos especificos onde sua concentracdo é
maior, como o hepatopancreas no camardo (N. M. Sachindra et al., 2005), a cabeca nas
lagostas (Bastiaens et al., 2019), gbnadas em caranguejos (Jothy et al., 2019). O figado
da lula pode apresentar taxa aproximada de 40% de lipidios, apesar de estudos que
chegam até 70,3% (Moovendhan et al., 2019). Vitaminas lipossoltveis como a A e E
sdo extraidas juntos com OGleos de animais marinhos, alcancando concentracdes de
5418,3 Ul e 3,128 mg/g respectivamente, enquanto compostos hidrossollveis como
acido folico e vitamina C sdo encontradas moderadamente, sendo 0,989 e 0,321
mg/100mg respectivamente (Meivelu Moovendhan et al., 2019).

O perfil de lipidios extraidos de crustaceos mostraram valores de 15,2 até 65,2%
de &cidos graxos insaturados, sendo as maiores proporcles extraidas exatamente dos
materiais destinados a tornarem-se residuos, como cabeca e casca (Sachindra et al.,
2005). Foram encontrados aproximadamente 8,3 de LA e 10,0 de ALA, 30,9 de DHA e
43,5 ¢g/100g de EPA em o6leos marinhos extraidos do figado de lulas (Meivelu
Moovendhan et al., 2019). As concentragcdes podem variar de espécie, dieta e estagio de
vida (Jothy et al., 2019).

Estudos da dieta no Mediterraneo e de esquimdés indicaram uma correlacéo
proporcional para ingestdo de alimentos ricos em acidos poli-insaturados com menores
indices de mortalidade relacionados a complicagdes cardiovasculares, como o derrame
(Kok & Kromhout, 2004), pois eles possuem atividades para controle de dislipidemia,
principalmente colesterol, controle de obesidade e atividade anti-inflamatéria (Gaggini
et al., 2013). A maioria dos estudos epidemioldgicos dentre esses lipidios sdo feitos com
os acidos graxos 6mega-3, pois sdo 0s mais associados com a baixa incidéncia de
doencas cardiovasculares segundo os estudos. Os acidos graxos poli-insaturados EPA e
DHA sdo do tipo 6mega-3 e entdo podem prevenir diversas doencas humanas, sendo
sua principal aplicacdo contra as doencgas cardiovasculares como arritmia cardiaca,
pressdo sanguinea, concentracdo de triglicerideos e agregacdo de plaquetas (Raatz &
Bibus, 2016).

Os é&cidos graxos encontrados em animais marinhos também apresentam
propriedades contra distdrbios cognitivos (Graciano et al.,, 2016), nutricdo e

desenvolvimento do cérebro, principalmente para criancas e idosos (He et al., 2017).
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Eles também sdo muito utilizados como suplementacdo alimentar para tratamentos da
maioria dos distUrbios depressivos assim como Alzheimer, Parkinson e esquizofrenia
(Guu et al., 2019), perda de memdria, combatem o estresse oxidativo (Zhou et al.,
2018). Os mesmos tambeém sdo usados como angiogénicos e angiostaticos em terapias
para visao (Elmasry et al., 2019). Isso deve-se ao fato que esses lipideos, principalmente
0 DHA, estéo presentes na composi¢do do cérebro, retina e esperma humano (Harari et
al., 2020). Os 6megas-3 sdo usados em tratamentos para carcinomas, pois apresentam
um grande efeito anti-tumor quando em altas concentracGes (Leineweber et al., 2020).
Um estudo feito a partir da alimentacdo de esquimés a base de animais marinhos,
correlacionou a alta ingestdo de PUFA’s com a baixa incidéncia de cancer e doengas
cardiovasculares (Ueno et al., 2019).

A extracdo de lipidios baseia-se no uso de solventes organicos, como o éter de
petréleo, metanol, cloroférmio (Meivelu Moovendhan et al., 2019) e acetona, muitas
vezes com o0 auxilio de um aparelho de refluxo de solvente intermitente chamado
Soxhlet (Hamed et al., 2016). Devido as restricdes do uso desses compostos pela
industria de alimentos o método utilizando solventes organicos € exclusivamente
analitico (Rubio-Rodriguez et al., 2010). O método de prensagem umida é permitido
pela legislacdo, sendo composto pelas etapas de cozimento, prensagem e filtracdo ou
centrifugacdo (Rubio-Rodriguez et al., 2010). O método supercritico reduz a
temperatura, pressdo e densidade da matéria prima abaixo do seu ponto critico para
solidifica-la, resultando em um fluido com propriedades entre liquidas e gasosas, sendo
também um bom solvente capaz de separar 0 6leo (Yu et al., 2019). J& o método
enzimatico tornou-se uma 6tima alternativa por ser seguro e para substituir o método
tradicional, utiliza-se lipoenzimas ou proteases como a neutrase, alcalase e
flavourenzima, sendo desnecessario 0 uso de solventes organicos, temperatura e pressao
artificial (Rubio-Rodriguez et al., 2010).

MINERAIS

Os residuos do processamento de crustaceos e moluscos podem apresentar em
sua composicdo grandes quantidades de minerais, com valores que variam de 10 até
70% da sua composicdo (Abreu et al., 2019; Guo et al., 2019; Isa et al., 2012). Desses
minerais encontrados, os mais almejados pela industria sdo os carbonato de célcio e o

fosfato, devido sua abundancia na natureza, facil acessibilidade e aplicabilidade como
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fertilizantes e nas construgdes civis (Ahmed et al., 2020). A cuticula de alguns isépodes
mostrou que aproximadamente 68% do seu peso era compostos de minerais, sendo
metade desse valor composto por carbonato de célcio (Neues & Epple, 2008).

Para recuperar esse composto é necessario desmineralizar a matéria-prima. Esse
procedimento geralmente é feito com &cidos, principalmente o acido cloridrico, pois o
carbonato reage com a substancia &cida e o resultado é a precipitacdo dos sais minerais.
A quantidade de minerais obtido pela desmineralizagdo por acidos alcanga de 69,4 até
100% dependendo das variaveis de reacao, como: pH, temperatura, tempo e quantidade
de &cidos utilizados. Os melhores resultados foram obtidos com 4 — 50 °C, trés banhos
em solucdo 1/10 (w/w) de 0,5 — 2,0 mol/L de HCIl em 3 h de reacdo (Younes et al.,
2016). Um procedimento mais ecologicamente correto seria a utilizacdo de bactérias
fermentadoras como o Lactobacillus spp., devido a producdo natural de acido lactico
(Dun et al., 2019; Zaeni et al., 2017; H. Zhang et al., 2012). A eficiéncia das
desmineralizagfes fermentativas realizadas alcangam 84% em temperaturas de 50°C
durante 48 h e decresceram a 70% em temperaturas menores de 40°C. A mesma
alcancou 90% ao adicionar 5% (w/w) de glucose como fonte de carbono para as
bactérias B. coagulans (Dun et al., 2019). Outro estudo também conseguiu alcancar
eficiéncia de desmineralizacdo de 94,48% usando Serratia marascens e Lactobacillus
plantarum em conjunto (H. Zhang et al., 2012).

O carbonato de calcio € um material que pode ser obtido abundantemente a
partir do exoesqueleto de conchas de animais marinhos (Ahmed et al., 2020) e possuli
diversas aplica¢des na industria. O 6xido de célcio formado a partir do carbonato de
calcio funciona como catalizador para a producdo de biodiesel (Hou et al., 2016).
Carbonato de célcio pode ser utilizado como fertilizantes terrestres e aquicola, assim
como suas nano particulas podem ser usadas em fitofarmacéuticos ou pesticida, sendo
ambientalmente corretas (Hua et al., 2015), apresentando resultados melhores quando
comparados com organofosforados, piretréides, e espinosade (Jin et al., 2011). Os
minerais das carcagas dos crustaceos e as conchas dos moluscos sdo reaproveitados na
construcdo civil (Chierighinia et al., 2011), tratamento de solo (N. Yan & Chen, 2015),
fabricacdo de borracha, esponjas e plasticos, uma vez que séo fontes de carbonato de
calcio (Bessa-Junior & Gongalves, 2013).

Os fosfatos também s@o encontrados em quantidades relativamente altas nos
residuos de animais marinhos de estrutura quitinosa (Gongalves & Ribeiro, 2008). Os

fosfatados participam do processamento de alimentos como estabilizantes proteicos,
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emulsificantes, antioxidantes, melhoradores de textura e também atuam no controle
microbioldgico (Etemadian et al., 2011).

Os fosfatos séo usados como aditivo para melhorar a extracdo de compostos
bioativos, incluindo a propria quitina, sendo que o estudo relatou que o fosfato de calcio
derivado de crustaceos possui poder de sequestro de ions como o fldor melhor do que o
carvdao (Wagutu et al., 2018). Fosfatos sdo utilizados para alterar a configuracédo
estrutural dos tecidos, sendo essa préatica aplicada pela inddstria de processamento,
principalmente em frutos do mar, pois auxilia na integridade da miofibrila muscular
aumentando a estabilidade térmica das proteinas e impedindo o gotejamento de tecidos,
reduzindo perda de qualidade como peso e volume durante o congelamento e cozimento
(Gongalves & Ribeiro, 2008). Fosfatos ligados a sédio também sdo encontrados nesses
residuos, e esses possuem utilidades farmacéuticas, como o fosfato monossodico e

dissodico que sdo utilizados como laxantes em farmacos (Mendoza et al., 2007).

CONSIDERACOES FINAIS E TENDENCIAS FUTURAS

De acordo com os estudos, o indice de descarte de residuos agroindustriais de
pesca e aquicultura no mundo atinge 178 milhGes de toneladas, onde de 20 a 80% dessa
biomassa torna-se residuo, dependendo do tipo de processamento e da espécie. Com o
avanco da ciéncia e tecnologia € possivel fomentar um destino adequado para esses
residuos. Organismos marinhos sdo excelentes fontes de compostos bioativos que sdo
capazes de serem utilizados por diversos setores industriais. Sdo utilizadas na indUstria
de racdo e suplementacdo alimentar humano devido sua alta qualidade, digestibilidade e
rigueza de pigmentos com alto potencial antioxidante. Grande parte da populacdo
humana passa fome ou tem uma alimentacdo ndo adequada em termos nutricionais,
assim, esses produtos poderiam melhorar essa condi¢do. Na industria farmacéutica,
devido aos seus ativos estes sdo capazes de tratar problemas inflamatdrios, doencas
neurodegenerativas, diabetes, cardiovasculares e carcinomas, também podem ser
utilizadas como fertilizantes agricolas de alta solubilidade. Além de possuirem
compostos capazes de reconstruir tecidos danificados como intra-articulares e
periodontais. Na engenharia é capaz de produzir filmes, borrachas e esponjas
degradaveis, além de material para construcdo civil. As préticas de reutilizacdo de
residuos sdo comuns em paises desenvolvidos, porém nos demais paises ainda sdo

descartados em aterros e no mar. Espera-se que as industrias se interessem e se
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desenvolvam tecnologicamente para reaproveitar esses subprodutos, uma vez que sua
matéria prima é barata, abundante e acessivel. Embora vérios métodos quimicos e
biotecnoldgicos ja tenham sido testados em laboratério, ainda é necessario desenvolver

estudos em larga escala.
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Matéria-prima Proteina Lipidios Quitina Minerais Total Quitosana Referéncias
S Carotenoide
(%) (%) (%) Desacetilacio
(%) (H9/9)
(%)

Camaréo Litopenaeus 58,5 4,7 18,2 17,9 - 93,0 (Abreu et al., 2019; H. Zhang et
vannamei al., 2012)
Litopenaeus 73,58 21,87 34,92 18,77 500,0 - (Senphan et al., 2014)
vannamei
carotenoprotein
N/E 29,5 - 19,75 50,75 - 61,7 - 88,0 (Merz, 2019; Zaeni et al., 2017)
Nigerian shrimp 21,4 - 8.9 69,7 - 50,64 (Isaetal., 2012)
Parapenaeus 31,3 3,97 34,9 28,6 - - (Silaetal., 2014)
longirostris
Penaeus monodon 52,3 11,3 16,5 22,4 169,2 85,4 (Phuong et al., 2017)
Pandalus borealis 66,7 5,5 0,0 11,5 - 93,1 (Guo et al., 2019)
Aristeus alcocki 29,71 2,06 23,80 29,40 87,1 - (Sindhua & Sherief, 2011)

Lagosta Thenus sp. 16,93 - 21,26 61,81 - - (Bastiaens et al., 2019)
Procambarus 21.93 - 21.63 56.16 - - (Dun et al., 2019)
clarki
Lobter 59,8 14,9 7,5 6,2 295,3 - (Yaetal., 1991)

carotenoprotein
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Caranguejo  Portunus pelagicu 14,36 - 20,14 65,5 - - (Bastiaens et al., 2019)
Portunus segnis 12,9 4.4 28,1 53,8 73,8 71,37 (Hamdi et al., 2020)
Portunus  segnis 74,3 14,4 19 4,7 2216,0 - (Hamdi et al., 2020)
carotenoprotein
Mexilhdo N/E 9,99 - 23,25 51,92 137.88 60,69 (Abdulkarim et al., 2013; Cheng
etal., 2019)
Lula Loligo vulgaris 36,52 0,32 31.2 2,57 - 71,0 (Abdelmalek et al., 2017)

Tabela 1: Composicdo de proteinas, lipidios, quitina, minerais, carotenoides e grau de desacetilacdo de diferentes subprodutos de crustaceos e
moluscos.

N/E: Espécie ndo especificada.
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Resumo

O camardo-branco-do-Pacifico (Litopenaeus vannamei) €& o0 crustaceo mais
comercializado no mundo, sendo metade de sua biomassa composta por cefalotorax e
carapaca, sendo esses descartados durante seu processamento. Essa biomassa € uma
fonte rica de proteina, lipidios, minerais, quitina e carotenoides. O objetivo desse
trabalho foi verificar a acdo do ultrassom na hidrolise enzimatica dos subprodutos do
camardo-branco-do-Pacifico (Litopenaeus vannamei) extraidos a partir da hidrolise
enzimética. Para a obtencdo do hidrolisado foi utilizado 2% (enzima/substrato) do teor
de proteina com a enzima Alcalase, em pH de 8,0, a uma temperatura de 55 °C durante
uma hora. Previamente a etapa de hidrolise, foi realizado um tratamento com ultrassom
(poténcia de 1 W/mL) em tempos variados de 5 minutos (T1), 10 minutos (T2), 15
minutos (T3) e um controle (TO) sem pré-tratamento de ultrassom, gerando assim 4
tratamentos. Foram realizadas analises de composicéo proximal, grau de hidrélise, teor
total de carotenoides, poder redutor, atividade antioxidante (DPPH e ABTS) do
hidrolisado obtido. O tratamento ultrassénico conseguiu acelerar a curva cinética da
hidrolise proteica, assim como alterar o grau de hidrdélise de 9,55 + 0,7 para 12,18 +
0,7%. Foi possivel concentrar de trés a cinco vezes mais o teor de carotenoides totais
dos subprodutos de camardo submetido a hidrélise enzimética, demonstrando o efeito
positivo do tratamento ultrassénico. Os hidrolisados proteicos apresentaram crescente
atividade antioxidante do poder redutor, assim como obteve a capacidade de eliminacéo
do radical ABTS acima de 90% para 6 mg/mL e atividade decrescente de eliminacdo do
radical 2,2—difenil-1—picrilhidrazil (DPPH) com o avancgo da sonifica¢do. O hidrolisado
com melhor desempenho foi 0 T3 e obteve 69,09 + 4,2% de proteina, 12,7 + 2,25% de
lipidios, 11,91 £ 4,2% de carboidrato e 393,29 + 30,00 pg/g de carotenoides.

Palavras Chave: Cefalotorax; exoesqueleto; sonificacdo; recuperacdo protéica;

hidrolise enzimatica; carotendides; antioxidantes.
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Abstract

Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) is the most commercialized crustacean in
the world, with half of its biomass composed of cephalothorax and shell, these being
discarded during processing. This biomass is a rich source of protein, lipids, minerals,
chitin and carotenoids. The objective of this work was to verify the action of ultrasound
on the enzymatic hydrolysis of by-products of the Pacific white shrimp (Litopenaeus
vannamei) extracted from the enzymatic hydrolysis. To obtain the hydrolyzate, 2%
(enzyme/substrate) of the protein content was used with the enzyme Alcalase, at pH 8.0,
at a temperature of 55 °C for one hour. Previously to the hydrolysis stage, an ultrasound
treatment (power of 1 W/mL) was performed at different times of 5 minutes (T1), 10
minutes (T2), 15 minutes (T3) and a control (TO) without pre-ultrasound treatment, thus
generating 4 treatments. Analyzes of proximal composition, degree of hydrolysis, total
carotenoid content, reducing power, antioxidant activity (DPPH and ABTS) of the
obtained hydrolysate were carried out. Ultrasonic treatment was able to accelerate the
kinetic curve of protein hydrolysis, as well as change the degree of hydrolysis from 9.55
+ 0.7 to 12.18 = 0.7%. It was possible to concentrate three to five times more the total
carotenoid content of shrimp by-products submitted to enzymatic hydrolysis,
demonstrating the positive effect of ultrasonic treatment. The protein hydrolysates
showed an increasing antioxidant activity of the reducing power, as well as the ability to
eliminate the ABTS radical above 90% to 6 mg/mL and decreasing activity to eliminate
the 2,2 — diphenyl — 1 — picrilhidrazil radical (DPPH) with the advancement of
sonification. The best performing hydrolysate was T3 and obtained 69.09 = 4.2%
protein, 12.7 + 2.25% lipids, 11.91 + 4.2% carbohydrate and 393.29 + 30.00 pg/g of

carotenoids.

Keywords: Cefalotérax; shell; sonification; protein recovery; enzymatic hydrolysate;

carotenoids; antioxidants.
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INTRODUCAO

A producdo mundial de camardo-branco-do-Pacifico (Litopenaues vannamei)
alcancou 5 milhdes de toneladas em 2020 (Food and Agriculture Organization, 2020).
Durante o processamento do camardo é gerado muito residuo, especialmente o
cefalotérax e a carapaca (Sachindra, 2005), perfazendo de 45 até 70% do peso do
animal (Mao et al., 2017; Sila et al., 2014). Por outro lado, esta biomassa pode
apresentar aproximadamente 60% de proteina (Abreu et al., 2019), que poderia ser
destinada para outras finalidades. O residuo produzido geralmente é descartado
irregularmente em aterros sanitarios ou em bacias hidrogréaficas, causando diversos
problemas e poluicdo ambiental, ja que sdo Otimos substratos para o crescimento
microbiano (Sindhua e Sherief, 2011; Yan e Chen, 2015). Nos anos recentes a
aquicultura tem buscado novas fontes de proteina de baixo custo para substituir a

farinha de pescado, que é um ingrediente escasso nas racdes (Nunes et al., 2019).

Camardes e outros crustaceos sdo ricas fontes de proteinas, carotenoides, assim como
varias outras biomoléculas de interesse econémico, como a astaxantina (Ya et al., 1991).
Essas biomoléculas, como os peptideos e carotenoides sdo conhecidos por apresentarem
boas atividades antioxidantes (Djellouli et al., 2020). A astaxantina é um carotenoide
de maior valor econémico, podendo alcancar valores aproximados de 7.000 US$/kg
(Routray et al., 2019) e é encontrada em abundancia nos residuos de crustaceos, onde
geralmente essa molécula estd complexada como uma carotenoproteina (Britton, et al.,
2012)

As carotenoproteinas sdao complexos estaveis originadas de interacfes entre
lipoproteinas de alta densidade vinculadas com carotenoides. As carotenoproteinas séo
bem distribuidas entre invertebrados, mas especialmente em crustaceos elas estdo
distribuidas principalmente nos tecidos como gbénadas, ovos, hepatopancreas e no
tegumento, principalmente nos cromatdéforos, que sdo os tecidos comuns encontrados
nos residuos do processamento de camardo (Assis e Britto, 2008; Britton et al., 2012).
A producdo de carotenoproteinas a partir de carapaca de camardo podem fornecer
diversos suplementos funcionais, nutracéuticos (Mao et al.,, 2017), farmacos
(Narayanasamy et al., 2020), podendo combater diabetes, hipertensdo, doencas
inflamatdrias, neurodegenerativas (Idowu et al., 2020), e cancer (Suleria et al., 2016;
Zhang et al., 2012).
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Varios estudos tém sido realizados objetivando extrair os carotenoides em sua forma
complexada carotenoproteina de forma mais eficiente (Rebeca et al. 1991; Armenta e
Isabbl, 2009; Klomklao et al., 2009; Senphan et al., 2014). A hidrdlise por meio de
enzimas proteoliticas tem se mostrado uma técnica muito eficiente (Armenta-Lopez et
al., 2002; Phuong et al., 2017; Dun et al., 2019; Guo et al., 2019). Novas técnicas de
extracdo utilizando ondas de ultrassom tém ganhado destaque devido a capacidade de
causar mudancas estruturais, como deformacdes celulares ou ruptura na membrana
celular que permitem maior penetracdo do solvente no tecido, assim aumentando a area
de contato entre as fases sélida e liquida, e extraindo uma quantidade maior do
composto de interesse (Corrales et al., 2008). O objetivo desse trabalho é verificar a
acdo do ultrassom como modulador na obtencdo do hidrolisado proteico dos residuos do

camarao-branco-do-Pacifico (Litopenaeus vannamei).

MATERIAIS E METODOS
Preparo dos subprodutos

O exoesqueleto e o cefalotérax do camardo branco (Litopenaeus vannamei) foi
fornecido pela Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA), localizada na Praia do Cassino,
Estado Rio Grande do Sul. O material foi levado ao LANOA (Laborat6rio de Nutricdo
de Organismos Aquaticos) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Os
residuos foram visualmente selecionados com relacdo a aparéncia, uniformidade,
coloracdo e auséncia de danos fisicos, descartando as unidades indesejaveis. O material
selecionado foi lavado com éagua corrente a fim de remover residuos indesejados
superficiais e sanitizados através da imersdo em solugdo de cloro a 10 ppm durante 15
minutos, sendo a fracdo liquida descartada e a fragdo solida armazenada em sacos de

polietileno.

Obtencédo do hidrolisado proteico
A extracdo do hidrolisado proteico foi realizada de acordo com Sila et al. (2014) com

algumas modificag¢6es. Foram utilizados 30 g de residuo de camardo misturados com 30
mL de agua em proporgdo 1:1 (m/v). Entdo, esta mistura foi submetida a 4 tratamentos
com ultrassom com potencia de 1 W/ml em tempos variados de 5 min (T1), 10 min
(T2), 15 min (T3) e um controle (TO) sem pré-tratamento de ultrassom. Os produtos da
etapa anterior foram agitados a 500 rpm constantemente, aquecidos até 55 °C em um
agitador (modelo KASVI K40-1820H) e estabilizados em pH 8,0 adicionando-se
hidroxido de sodio (NaOH) com molaridade de 1M. Para o inicio da hidrolise foi
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acrescentada a enzima Alcalase 2,4L Sigma-Aldrich em 2% da composi¢do centesimal
proteica da amostra. Apds 1 hora de reagdo a mistura foi aquecida até 80°C durante 15
minutos para a desativacdo das enzimas. A fragdo liquida foi filtrada e ultra congelada (-
96°C) no ultrafreezer (Panasonic), enquanto a fracdo solida armazenada em freezer
comum até o momento das demais analises. A fracdo liquida foi submetida a -96°C
durante 48 horas e posteriormente levada ao Liofilizador (SL-405/E). O hidrolisado

proteico liofilizado foi armazenado em freezer comum.

Determinacdo do Grau de hidrdlise (GH)
A determinacédo do grau de hidrélise (GH) seguiu a metodologia proposta por Sila et

al. (2014), definido como a razdo percentual entre 0 niumero de ligacGes peptidicas
hidrolisadas (h) e o nimero total de ligacdes peptidicas no substrato estudado (hy), este
foi calculado a partir da quantidade de base (NaOH) adicionada para manter o pH
constante durante a hidrélise de acordo com a equacéo a seguir:

BxNb 1 1

h
x100 = X—Xx

x100
hhot MP a hhot

GH (%) =

Sendo:

B: é a quantidade de NaOH consumida (mL) para manter o pH constante durante a
reacao;

Np: é a normalidade da base, assumindo o valor de 1,0082 N;

MP: é a massa (g) de proteina da amostra;

hnot: € 0 nUmero total de ligacdes peptidicas por grama, assumindo o valor de 9,22
mea/g;

a: € 0 grau médio de dissocia¢do dos grupos @ — NH, liberados durante a hidrdlise,

assumindo o valor de 0,8694.

Teor de Carotenoides Totais
O teor de carotenoides totais foi analisado de acordo com a metodologia descrita por

Rodriguez-Amaya (2004). Foi pesado 0,1 g do hidrolisado e dissolvida em 10 mL de
acetona sob agitacdo constante durante 30 min até completa homogeneizagéo. A solucédo
foi filtrada em papel filtro e acrescentada de 30 mL de éter de petrdleo, sendo
adicionado intercaladamente pequenas quantidades de agua destilada (até 50 mL) e no
final adicionado 2 g cloreto de sddio ficando em repouso por 15 minutos. A fase etérea

foi separada e filtrada com sulfato de sodio. O extrato resultante foi levado ao
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espectrofotdbmetro (Kasuaki), lida em absorbancia de 450 nm e aplicado a seguinte

equacéo para calcular o teor total de carotenoides:

AxV x10*

1%
Al xm

total

Onde:

A é a absorbancia do extrato;
V: é o volume total do extrato;

M: é a massa da amostra;

A - Coeficiente de absorcao.
Atividade Antioxidante

Sequestro do radical livre 2,2—difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
O potencial antioxidante na captura do radical DPPH foi realizado segundo o método

descrito por Pires (2017). Foi preparado DPPH 394,32 g/mol, dissolvendo-se 4 g de
DPPH em 50 mL de etanol. A solucdo foi utilizada para analisar as amostras em
microplaca de 96 poros (Biotek Synergy HT). Os hidrolisados foram dissolvidos em
etanol em diluigdes de 2, 4 e 6 mg/mL. A microplaca foi preparada utilizando 200 uL de
solucdo DPPH mais 50 uL de amostra. Apos deixa-las incubadas protegidas de luz por
30 min, foram lidas em microplacas com UV/vis a 517nm. Para o célculo da atividade
antioxidante do DPPH foi utilizada a equacéo:

(Abs Controle DPPH — Abs amostra)x 100

DPPH (%) =
(%) Abs Controle DPPH

Onde:

Abs Controle DPPH: € a absorbéancia da reacdo controle (com todos reagentes,
exceto a amostra).

Abs amostra DPPH: é a absorbancia da reagdo contendo a amostra.

Poder Redutor
A capacidade do hidrolisado proteico de reduzir o ferro (I11) foi determinada de

acordo com o método descrito por Yildirim, Mavi e Kara (2001). Uma aliquota de 1 mL
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de cada hidrolisado em diferentes concentracdes (2, 4 e 6 mg/mL) foi misturada com 2,5
mL de tampé&o fosfato de 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de solucdo de ferricianeto de potassio
de 1% (p/v). As misturas foram incubadas por 30 min a 50 °C em estufa (Nova Etica).
Apbs a incubacdo, foram adicionados 2,5 mL de 10% (p/v) acido tricloroacético. Por
fim, 2,5 mL da solucdo de cada mistura amostral foi misturada com 2,5 mL de agua
destilada e 0,5 mL de cloreto férrico de 0,1 % (p/v). Ap6s um tempo de reacdo de 10
minutos, a absorcdo dos solutos resultantes foi lida a 700 nm em espectofotdmetro
(Kasuaki). Uma maior absorcdo da mistura de reacdo indicou maior poder de reducdo.
O controle foi conduzido da mesma maneira, exceto que a dgua destilada foi usada em
vez da amostra. Os valores apresentados sdo a média das analises que foram realizadas

em triplicatas.

Captura do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfonico
ABTS"
A avaliacdo da captura do radical livre ABTS foi realizada de acordo com o método

descrito por Chi et al, (2015). Foi preparado uma solucdo de ABTS em 7 mM com
perssulfato de potassio em 2,45 mM. A mistura foi armazenada em local com auséncia
de luz durante 16 h. Apds isso a mistura foi diluida em etanol até atingir a absorbancia
de 0,700 £ 0,02 lido a 734 nm em espectofotdmetro da Kasuaki. Um volume de 600 pL
da solugdo ABTS" foi misturada com 400 pL das amostras em diferentes concentraces
(2, 4 e 6 mg/mL). Apds 10 minutos de reacdo, as solugdes foram lidas em 734 nm. O
poder antioxidante do hidrolisado foi calculado pela seguinte equacéo:

Acontrole - Aamostra

x 100

ABTS + (%) =

Acontrole

Onde:

Acontrole- € @ absorbancia da reacdo controle (com todos reagentes, exceto a
amostra);

Agmostra- € @ absorbancia da reacdo com a amostra.

Composicao proximal
O tratamento com a melhor desempenho, o tratamento T3, foi analisado sua

composigdo centesimal junto com o residuo do camardo. Para as anélises de proteina,
lipideos e cinzas foram seguidas as metodologias propostas por AOAC (2000),
enquanto carboidratos foi obtida pela diferenca.
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Anélises Estatisticas
Para identificar possiveis diferencas entre os tratamentos foi utilizado o t-student nas

andlises das composi¢cdes centesimais. Para teor de carotenoides totais utilizou-se a
analise de variancia (Anova) de uma via. Para as analises antioxidantes (Poder redutor,
DPPH e ABTYS) utilizou-se a Anova de duas vias, levando em consideracdo o tempo de
ultrassom e as concentragdes das amostras. Quando necessario foi aplicado o teste de
Tukey a posteriori para detectar possiveis diferengas. Todos os testes foram realizados

no nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Determinacdo do Grau de hidrdlise (GH)

A Figura 1 apresenta as curvas de hidrolise dos hidrolisados utilizando a enzima
Alcalase e os diferentes tratamentos com ultrassom. Todos 0s tratamentos apresentaram
maiores velocidades cinéticas nos 10 primeiros minutos. A curva teve estabilidade
aparente aos 20 minutos de reagdo no tratamento controle (TO) e no tratamento T1,
enquanto os demais tratamentos (T2 e T3) estabilizaram-se entre 15 minutos de reacéo.
Apdbs uma hora de reacdo T1 obteve grau de hidrolise de 9,55% + 0,71, sendo o menor
valor obtido do experimento, sendo significativamente diferente dos demais
tratamentos. No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas na hidrélise
enzimatica entre os tratamentos T1 (11,86% =+ 0,26), T2 (11,40% + 0,70) e T3 (11,71%
+1,16).

Figura 1: Grau de hidrdlise para os diferentes tratamentos, sendo: TO: controle; T1:
5 minutos com ultrassom; T2: 10 minutos com ultrassom; T3: 15 minutos com

ultrassom.
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Teor de Carotenoides Totais
A concentracdo de carotenoides totais no residuo de camardo, bem como nos

hidrolisados estdo apresentados na Figura 2. O teor de carotenoides totais encontrado
no residuo de camardo em base seca foi triplicado ap6s a hidrdlise enzimatica
comparada ao TO. N&ao foi possivel identificar diferencas significativas entre o
tratamento controle (TO) e a sonificacdo de 5 minutos (T1). J& na sonificagdo de 10 (T2)

e 15 minutos (T3) foi possivel observar maior recuperacéo de carotenoides.

Figura 2: Teor total de carotenoides (ug/g) presentes na matéria seca do residuo de
camardo e nos hidrolisados proteicos submetidos aos diferentes tratamentos, sendo: TO:
controle; T1: 5 minutos com ultrassom; T2: 10 minutos com ultrassom; T3: 15 minutos

com ultrassom.
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Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste Tukey.

Poder Redutor
O resultado da ANOVA duas vias demonstrou haver efeito significativo para a

interacdo entre tempo de sonicacdo e a concentracdo e 0s resultados podem ser
observados na Figura. O tempo de sonificagdo conseguiu obter maior poder
antioxidante. Esse efeito pode ser observado comparando o TO de qualquer diluicéo (2,
3 e 6 mg/ml) com os tratamentos sonificados das respectivas concentracfes. Foi
possivel observar que T3 em 2 mg/ml apresentou resultados de atividade antioxidante
semelhante a TO em 6 mg/ml. Na diluicdo de 6 mg/mL nédo foi possivel identificar
diferenca significativa entre o tratamentos com ultrassom (T1, T2 e T3). J4 a atividade
antioxidante das diluicBes de 2 e 4 mg/mL indicaram que os tratamentos com ultrassom
tiveram melhor desempenho que o controle sendo o tratamento T3 o de maior atividade

antioxidante.

Figura 3: Poder redutor em diferentes concentracdes (2, 4, 6 mg/ml) e tratamentos
(TO: sem ultrassom; T1: tratamento com 5 minutos de ultrassom; T2: tratamento com 10

minutos de ultrassom; T3: tratamento com 15 minutos).



63

0,9

0,8 -
0,7 A
0,6 -
0,5 - 2 mg/ml
04 - -I. #4 mg/ml

03 - % 6 mg/ml

Absorbancia a 700nm

02 | ¢

0,1 -

T3

Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os tratamentos de acordo com o teste de
Tukey (p < 0,05).

Atividade antioxidante DPPH
Foi observado efeito significativo tanto da concentracdo da amostra quanto do

tempo de sonificacdo sobre a que a atividade antioxidante de DPPH, mas ndo da
interagcdo entre as duas (p < 0,05). A Figura 4 mostra dois gréaficos ilustrando os
resultados obtidos entre os tempos de sonificacdo e as concentra¢des. Foi observado um
decréscimo no poder antioxidante para DPPH com o acrescimo do tempo de
sonificacdo, mostrando que os tratamentos TO, T1, T2 e T3 sdo significativamente
diferentes entre si para qualquer concentracdo. Enquanto existe um acrescimo de
atividade antioxidante DPPH na concentragdo de 2 para 4 mg/ml mas né&o foi observado

acrescimo de atividade antioxidante acima de 4 mg/ml.

Figura 4: A: Taxa média do sequestro de radical livre (DPPH) das todas as
concentracdes (2, 4 e 6 mg/mL) em cada tratamento (TO: sem ultrassom; T1: tratamento
com 5 minutos de ultrassom; T2: tratamento com 10 minutos de ultrassom; T3:
tratamento com 15 minutos de ultrassom). B: Taxa média de todos os tratamentos (TO,

T1, T2 e T3) em cada concentracédo (2, 4 e 6 mg/mL).
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Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05) pelo teste Tukey.

Atividade antioxidante ABTS"
Os resultados obtidos para a captura de radical ABTS® indicam alto poder

antioxidante para todos os tratamentos e diluicfes testadas, podendo doar
elétrons/hidrogénio a valores proximos ou superiores de 50% dos radicais presentes.
Houve efeito significativo (p < 0,05) de atividade antioxidante na interacdo do tempo de
sonificacdo com as concentracdes analisadas. A Figura 5 apresenta os resultados obtidos
entre os tratamentos. Os tratamentos obtiveram uma relagcdo decrescente de sequestro de
radical livre (ABTS") ao sonificar e ao diluir as amostras. Esse efeito explicao T0, T1 e
T2 em 6 mg/ml ser o grupo homogéneo com as maiores médias de atividade
antioxidante e o grupo T1, T2 e T3 em 2 mg/ml obter as menores médias. Foi possivel
encontrar diferencas significativas até a concentracbes de em 6 mg/ml, entretanto essa
concentracdo obteve médias mais semelhantes comparadas as concentracfes menores,
esse efeito pode ter acontecido devido a saturacdo da reacdo com os radicais livres
ABTS.

Figura 5: Captura de radical livre (ABST) entre os tratamentos: TO: tratamento
controle (sem ultrassom); T1: tratamento com 5 minutos de ultrassom; T2: tratamento
com 10 minutos de ultrassom; T3: tratamento com 15 minutos de ultrassom e em

diferentes concentracdes (2, 4, 6 mg/mL).
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Letras diferentes indicam que ha diferenga significativa entre os tratamentos (p < 0,05) pelo teste Tukey.

Composicéo proximal
A Tabela 1 apresenta os valores da composi¢do proximal do residuo do camardo

(cefalotdrax e carapacas) e do hidrolisado proteico (T3) que teve o melhor desempenho
nas analises de antioxidante, grau de hidrolise e teor total de carotenoides. Como pode
ser visto a diferenca no teor de proteinas, lipidios, cinzas e principalmente de
carboidratos. Houve aumento consideravel no teor de proteinas e lipidios, sendo os
resultados indicam a eficiéncia da recuperacdo da proteina. O porcentual de carboidrato
e cinzas decresceu, pois sao compostos abundantes na carapaca do animal ao qual foi
peneirado e separado da fragdo solGvel apds as hidrolises. Parte dos minerais ainda
observados na analise de composicdo proximal do hidrolisado proteico possa ser
proveniente dos sais formados ao aplicar hidréxido de sédio para manter o pH durante a

reacao constante.

Tabela 1: Composicdo proximal do residuo de camardo (Litopenaeus vannamei) em

base seca e do hidrolisado proteico do tratamento T3.

Proteina (%) Lipidios (%) Cinzas (%) Carboidratos* (%) Umidade (%)

Residuos 57,34+199b 7,63+0,37b 17,04+140b 1797+256Db 71,89 +1,43
Hidrolisado 69,09+ 3,93a 12,75+225a 119+1,16a 6,23 +4,58 a e

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (p < 0,05) pelo teste t-student.
* Carboidratos foram calculados por diferenca.

** Produto liofilizado do tratamento T3.
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DISCUSSAO
No processo de hidrélise é notavel perceber uma curva onde em um determinado

momento perde drasticamente a velocidade de reacdo até chegar a uma fase
aparentemente estacionaria. Esse perfil pode estar relacionado aos peptideos de curta
cadeia e aminoacidos livres que competem com os substratos das enzimas proteoliticas,
causando um efeito competidor sobre as proteinas ndo hidrolisadas e desacelerando a
reagdo proteolitica até o0 momento da hidrolise ter sido totalmente completa (Rebeca et
al., 1991). Ha relatos de que pode-se demorar de 2 até 6 h para o completo processo de
recuperacdo de proteina e hidrolise (Klomklao et al., 2009; Senphan et al., 2014;
Ghorbel et al., 2017; Hamdi et al., 2020).

A alta velocidade de reacdo hidrolitica pode ter sido resultado da enzima comercial
Alcalase utilizada em 2% (enzima/substrato). Senphan (2014) e Hamdi et al. (2020)
relataram que a velocidade de reacdo da hidrélise e o teor de recuperacdo proteica
dependem da concentracdo enzimatica utilizada, porém esse aumento tem um limite de
até 20 unidades/g (enzima/substrato), mais que esse limite ndo se obtém melhorias de
reacdo e recuperacdo. Resultados de processos de recuperagdo de proteina da carapaca
de Penaeus monodon utilizando a enzima Tripsina de Pomatomus saltatrix precisaram
de aproximadamente uma hora para que a curva cinética perca velocidade de reagédo
(Klomklao et al., 2009). Enquanto Ghorbel (2017) utilizou residuo industrial de
Metapenaeus monoceros com 4,5% (peso/substrato) de bactéria Bacillus licheniformis
NH1 (produtora de alcalase), obtendo 10% de grau de hidrolis e estabilizando a reacao
apos 500 minutos. Ja ao utilizar 3% (enzima/subrstrato) de Alcalase e Pancreatina
comerciais foi possivel observar a estabilizacdo da reacdo aos 10 primeiros minutos e
alcancar 16% de grau de hidrdlise com cefalotorax, exoesqueleto e cauda de
Xiphopenaues kroyeri (Holanda e Netto, 2006), sendo esses resultados semelhantes ao

presente trabalho.

A alta concentracdo de lipideos no hidrolisado pode ter sido provocada pela alta
presenca de peptideos com sitios hidrofobicos capazes de reter lipidios (Dauksas et al.,
2005). Este fato apresenta caracteristicas antagénicas, uma podendo apresentar maior
teor de carotenoides, ja que sdo moléculas hidrofobicas com alta afinidade por lipidios
(Britton et al., 2012), sendo uma excelente fonte de &cidos graxos poli-insaturados
(Kotiya et al., 2019). Porém, o alto teor de lipidios tende a diminuir a estabilidade do
hidrolisado (Etemadian et al. 2011).
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Em extracdo enzimatica exdgenas com Alcalase e Pancreatina de residuo industrial
de camardo (Xiphopenaeus kroyeri) foi verificado valores de 91,7 pg/g de carotenoides,
ndo possuindo diferencas significativas entre os graus de hidrolise de 6% e 12%
(Holanda e Netto, 2006). A mesma autora afirmou ter observado maior quantidade de
carotenoides presentes na fracdo insoluvel (residuo pos-hidrolise) que no préprio
hidrolisado proteico, sendo 70% dos carotenoides presentes na amostra proveniente da
fracdo insoluvel (Holanda e Netto, 2006). A fracdo sollvel tende ainda a apresentar
coloracdo alaranjada apds o processo de hidrolise, isso acontece, pois 0s carotenoides,
principalmente a astaxantina, ficam retidos em vesiculas compostas por quitina e sais de
calcio, aos quais podem ser submetida a rupturas como ultrassom e tratamentos acidos,

como fermentacdo latica (Armenta-Lopez et al., 2002).

Alguns autores utilizaram tratamentos &cidos e ultrassom afirmando ter otimizado a
recuperacdo de carotenoides (Armenta-Lépez et al., 2002; Ogawa et al., 2007; Cheng et
al., 2019; Guo et al.,, 2019). A partir do cefalotérax de Litopenaeus vannamei foi
recuperado 47,1 pg/g ao qual estima que 21,4 pg/g seja astaxantina e 15,8 de b-
caroteno-5,6-epoxido (Ogawa et al.,, 2007). Valores proximos de 500 pg/g de
carotenoides foram recuperados a partir de enzimas endogenas de Litopenaeus
vannamei em concentracdo enzimatica de 20 U/g, temperatura de 60°C, durante 120
minutos (Senphan et al., 2014). Outro autor conseguiu extrair 70% dos carotenoides
presentes em cefalotérax de Penaeus monodon extraido pelo método de autdlise em pH
de 8,0, temperatura de 50°C, relacdo residuo e agua de 1:5 (w:w), durante 4 horas de
extracdo (Sowmya et al., 2011). Armenta-Lopez et al. (2002) alcancou valores de 38,91
ug/g de carotenoides em hidrolisados proteicos obtidos a partir de cabecas de Penaues
sp. e enzimas (savinase, neutrase, alcalase e esperasse) e com fermentacdo latica por
meio de inoculacdo de Lactobacillus. Utilizando Bacillus licheniformis (produtor de
Alcalase) também foi possivel extrair a quitina do residuo de cabecas de Pandalus
borealis apds um processo de desmineralizacdo com &cidos orgénicos e hidrolise
proteica (Guo et al., 2019). Ao utilizar o método de ruptura celular com ultrassom
(Cheng et al., 2019) aperfeicoou a extracdo de carotenoides a partir do residuo de
conchas do mexilhdo dourado (Chlamys nobilis) de 107.75 + 2.60 ug/g para 137.88 +
1.22 ug/g.

Os carotenoides apresentam atividades antioxidantes para diversas analises, como:
ABTS, FRAP, DPPH e metal quelante (Senphan et al., 2014). Djellouli et al. (2020)
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encontrou a maior atividade antioxidante em hidrolisados proteicos do suco de carapaca
de Litopenaeus vannamei aquecidos em temperaturas de 180 °C. Os carotendides
presentes, em concentragdo de aproximadamente 50 pg/g, foram capazes de eliminar
todos os radicais e ter o poder redutor em maior extensdao quando foram utilizadas
concentragdes maiores que 5 mg/mL de hidrolisados (Sowmya et al., 2011). Os
resultados obtidos estdo de acordo com Sowmya (2002) e Wu et al. (2003), que
demostram poder redutor positivo para processados de carotenoproteina comparado aos
seus tratamentos controle obtidos a partir de residuo de camardo. O efeito da atividade
antioxidante do poder redutor foi inverso para Latorres et al., (2018). Utilizando a
enzima Alcalase o hidrolisado de 10% com cefalotérax e exoesqueleto obteve maior
atividade antioxidante de comparado a hidrolisados com graus de hidrolises de 20% e
hidrolisados obtidos a partir da enzima Protamex (Latorres et al., 2018). Wu et al.,
(2003) observou que a atividade antioxidante aumentou de acordo com o0
prosseguimento da hidrélise proteica para o poder redutor tanto para autdlises quanto
hidrdlises proteicas, porém mesmo esse efeito ndo foi observado em outros tipos de

analises antioxidantes.

Alguns autores também encontraram uma relacdo inversamente proporcional entre a
0 grau de hidrolise e a atividade antioxidante. Foi observado um decréscimo da
atividade antioxidande DPPH de 10,7 para 5,2 eqv comparando o grau de hidrélise de
8% e 10%, analisando 5 mg/ml de hidrolisados a partir da bactéria Bacillus
licheniformis (bactéria produtora de alcalase) e as enzimas Papaina, Alcalase e Neutrase
(Ghorbel et al., 2017). Hidrolisados proteicos obtidos a partir de Alcalase e Papaina
com grau de hidrolise de 20% tiveram aproximadamente 3 vezes menos atividade
antioxidante para o sequestro do radical livre (DPPH) comparado a hidrolisados com
grau de hidrdlise de 10%. De acordo com Shavandi et al. (2017), a habilidade de captura
do radical depende da enzima utilizada na hidrolise e da concentracdo da proteina. Esse
comportamento esta associado com o comprimento e composi¢do dos hidrolisados
proteicos (Jemil et al., 2014). Durante as primeiras horas de hidrélise uma grande
variedade de peptideos de cadeia curta, suas sequencias e aminoacidos livres sdo
gerados dependendo da especificidade da enzima, sendo a mudanga dessas estruturas
um elemento que afeta a atividade antioxidante, por exemplo sequéncias com histidina
tendem a ter altos valores antioxidantes (Wu et al., 2003). Wu (2003) afirma que

hidrolises realizadas com proteases sdo muito mais efetivas que hidrolises autoliticas na
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producdo de aminodcidos livres e peptideos de cadeia curta. O mesmo autor observou a
atividade antioxidante decrescer gradualmente apds 10 h de hidrélise, correlacionando o
resultado com as mudangas de peso molecular das proteinas (Wu et al., 2013).
Hidrolisados proteicos de cabeca de P. monodon apresentam uma grande variabilidade
de aminoacidos (Tirosina, Metionina, Lisina, Arginina, Fenilalanina, Leucina,
Isoleucina e Cisteina) aos quais arginina e leucina sdo os aminoécidos dominantes
(Phuong et al., 2017).

Os resultados antioxidantes para o radical livre ABTS estdo de acordo com o0s
encontrados por Senphen et al. (2014), que observou que os resultados sd@o dependentes
da concentracdo, sendo possivel encontrar diferencas de atividade até 5 mg/mL.
Pattanaik et al. (2020) observou um acréscimo de 163.25 + 2.02 para 396 + 3.92 mM
Trolox/g ao hidrolisar carapacas de diferentes espécies utilizando a enzima Papaina. O
autor explica que a alta concentracdo de carotenoides encontrada no exoesqueleto de
Penaeus stylifera (114 + 0.03 pg/mL) comparado ao Nematopalemon tenuipe (40.30 +
0.01 pg/mL) foi responsével pelo 6timo desempenho antioxidante ABTS (Pattanaik et
al., 2020).

O hidrolisado obtido no experimento teve teor de proteinas e lipidios semelhante ao
encontrado por (Abreu et al., 2019; Guo et al., 2019; Hamdi et al., 2020; Holanda e
Netto., 2006; Senphan et al., 2014; Phuong et al., 2017). Abreu et al. (2019) alcancou
73% através do processo de concentragdo proteica por ponto isoelétrico. Foram obtidos
76,86% * 0,19 de proteina a partir de exoesqueleto e cefalotérax possuindo baixa
concentracdo de lipideos 2,23 £ 0,05 utilizando a enzima Alcalase durante 3h (Holanda
e Netto, 2006). A mesma autora observou que a Alcalase obteve 20% a mais de
rendimento na recuperacao de proteinas comparada a hidrdlise utilizando pancreatina
(Holanda e Netto, 2006). Valores de 73,58 + 0,73 de proteina e 21,87 de lipideos por
Senphan (2014) usando a enzimas endogenas do camardo (Litopenaeus vannamei) e

Tripsina, ao quais os resultados mais se assemelham com o do presente trabalho.

Os trabalhos realizados com hidrolisados possuem valores de lipideos bastante
discrepantes, sendo relatado, por exemplo, valores de 2,23 + 0,05% utilizando cauda,
exoesqueleto e cefalotérax (Holanda e Netto, 2006), 11,5 + 0,4% com cefalotorax,
21,87 £ 0,12% apenas com exoesqueleto (Senphan et al., 2014) e 24,1 + 2,9% (Abreu et

al., 2019). Assim como lipideos, as cinzas também apresentam resultados diferentes,
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chegando a valores como 1,8 + 0,2% utilizando exoesqueleto e cefalotorax (Abreu et
al., 2019), 8,7 £ 0,3% utilizando apenas o cefalotérax (Phuong et al., 2017) e 17,89 +
1.12% utilizando apenas exoesqueleto de camardo (Klomklao et al., 2009). Os autores
ndo informam nenhuma relacéo entre a fracdo residual do animal utilizada para realizar
as hidrolises com as respectivas composi¢cGes centesimais encontradas, porém
aparentemente podem ter alguma relagdo, principalmente com a fracdo lipidica do
cefalotérax e minerais no exoesqueleto dos camardes. As composicdes de carboidrato
corroboram com os resultados obtidos aproximados de 5% de diversos autores (Holanda
e Netto, 2006; Klomklao et al., 2009; Guo et al., 2019).

CONCLUSAO
A aplicacdo de ultrassom de 15 minutos (T3) em poténcia de 1 W/mL obteve o

melhor desempenho. O hidrolisado concentrou mais carotenoides, contendo alta
atividade antioxidante, aumentou o grau de hidrélise e acelerou a velocidade de reacao
hidrolitica. Entretanto, o aumento da intensificacdo do tratamento com ultrassom
provocou algumas alterac@es na atividade antioxidante do hidrolisado, tal efeito pode ter
sido provocado pela liberacdo de peptideos de curta cadeia e aminoécidos livres, sendo

necessarios estudos mais detalhados.
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