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RESUMO

Nos dultimos anos, a indudstria pesqueira brasileira tem vivenciado um periodo
importante de desenvolvimento. Mas, juntamente com o crescimento na produgdo, tem-
se o aumento da quantidade de residuos gerados no processamento do pescado, que
usualmente sdo descartados no ambiente, causando polui¢do. Os residuos do
processamento sdo constituidos por cabecas, carcacas e visceras de peixes, cabecas e
cascas de crustidceos e fauna acompanhante, e podem representar de 20 a 70% do
pescado comercializado. O aproveitamento dos residuos incrementa a economia do
setor industrial pesqueiro e permite que essa atividade seja mais ecologicamente
sustentdvel e economicamente vidvel. O mal uso de subprodutos do processamento de
pescados é considerado por muitos um desperdicio de moléculas biativas valiosas. As
cabecas de camardo representam um dos principais residuos do processamento de
pescados e constituindo em até 50% do peso total do animal. Esse material € utilizado
atualmente como fonte de proteina e na producdo de quitina das cascas, matéria prima
para producdo comercial de quitosana. Diversos métodos sdo empregados para a
recuperacdo de hidrolisados protéicos e quitina, dentre eles a hidrélise utilizando
proteases exdgenas. Entretanto, o emprego destas enzimas encarece O Pprocesso
tornando-o pouco adequado para o uso industrial. Nas cabecas de camardes estdo
contidas as visceras (parte do trato digestivo) que possuem enzimas hidroliticas que
podem ser aplicadas na solubilizacdo dos tecidos e deproteinizacdo das cascas,
facilitando as etapas de extracdo e purificacdo dos produtos. No presente trabalho é
descrito um novo método para obtencdo de varios compostos a partir de cabecas de
camardo (Litopenaeus vannamei) submetidas a autdlise. No processo, foi obtido
hidrolisado protéico, carotendides, quitina e quitosana e glicosaminoglicanos sulfatados.
A partir de 1kg de cabecgas obteve-se 1,46L de hidrolisado protéico (solugcdo a 9%) e
194mg de carotendides totais, sendo 111,96mg de carotendides ndo identificados e
82,56mg de astaxantina. A partir de 53g de carapaca foram obtidas cerca de 25g de
quitina e 17g de quitosana. Quitina e quitosana foram analisadas por espectroscopia de
BC.RMN e FT-IR para comprovar a efetiva desacetilacdo dos residuos de N-
acetilglucosamina. O grau de desacetilacdo foi calculado por titulagdo potenciométrica,
andlise elementar e FT-IR para quitosana produzidas a partir uma e duas desacetilagdes
bem como a quitosana purificada. Os valores obtidos encontram-se ente 60-80%. O

conteddo de glicosaminoglicanos obtidos do sedimento apds extracdo de carotendides e
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lipidios foi de 23,32 pg kg' de subproduto e mostraram migracio eletroforética
semelhante aos padrdes de mamifero. As fragdes precipitadas foram suscetiveis a acéo
das heparitinases I e II, o que sugere a presenga de um heparam sulfato. As
biomoléculas recuperadas a partir de cabecas de camardo possibilitam um amplo
espectro de aplicagcdes como na suplementacdo e formulacdo de ragdes animais, em

abordagens biomédicas e biotecnoldgicas.

Palavras chave: Autdlise, Glicosaminoglicanos sulfatados, Litopenaeus vannamei,

Quitina, Quitosana, Residuo do processamento de camarao.



ABSTRACT

Recently, the brazilian fishery processing industry has reached an important period of
grow. However, with the larger productivity the amount of byproducts grew as well,
being mostly discarded freely in the environment, causing pollution. These processing
waste are constituted of fish heads, carcass and viscera, crustacean heads and carapace
and bycatch, which represent 20-70% of commercialized fishery. The use of waste
promotes the economy of fishery processing industries rendering it a more ecologically
friendly and economically viable activity. The discard of fishery processing byproducts
is considered by many as a waste of bioactive molecules. Shrimp heads represent about
50% of the whole shrimp, and are usually used as a protein source in the production of
chitin from carapace which is the raw material for chitosan production. Many methods
are available for recovery of protein hydrolysates and chitin from shrimp heads,
including hydrolysis using exogenous proteolytic enzymes. Yet, the utilization of
enzymes greatly increases the producing cost making it less feasible. Shrimp heads,
which bears part of the digestive tract, contains hydrolytic enzymes capable of
solubilizing tissues and promoting the deproteinization of the carapace, making the
steps of products extraction and purification easier. In this work we present a new
method to obtain multiple compounds from shrimp heads (Litopenaeus vannamei)
submitted to autolysis. Through this process, it was obtained protein hydrolysate,
carotenoids, chitin, chitosan and sulfated glycosaminoglycans. One kilogram of heads
yielded 1.46L (9% dry matter) of hydrolysate and 194.5mg of total carotenoids, from
which 111.96 represented unidentified carotenoids and 82,56mg of astaxanthin. From
53g of carapace it was obtained 25g of chitin and 17g of chitosan. Chitin and Chitosan
were analyzed by BC-NMR and FT-IR to verify the effectiveness of the deacetylation.
The deacetylation degree was calculed by potentiometric titration, elemental analysis
and FT-IR for chitosan produced by one and two cycles of deacetylation, as well as for
purified chitosan and the calculated degrees were between 60-80% deacetylation. The
content sulfated of glycosaminoglycan in the sediment after carotenoids extraction was
23.32ug per kg of waste and showed electrophoretic migration similar to mammalian
standards. The fractions showed susceptibility to heparitinase I and II action, which
suggests the presence of an heparan sulfate in the misture. The recovered biomolecules

from shrimp heads have a broad spectrum of applications such as supplementation and
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formulation of animal and aquaculture food, and in biomedical and biotechnological

approaches.

Keywords: Autolysis, Chitin, Chitosan, Litopenaeus vannamei, Shrimp processing

waste, Sulfated glycosaminoglycans.
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1. INTRODUCAO
1.1. Produciao

A atividade pesqueira no Brasil, que envolve a pesca extrativa e aquicultura,
marinha e continental, tem aumentado nas ultimas décadas. No ano de 2007, a
aquicultura continental teve como principais espécies cultivadas a carpa comum
(Cyprinus carpio), curimatd (Prochilodus cearensis), camarao marinho (Lifopenaeus
vannamei), tildpia do Nilo (Oreochomis niloticus) (Figura 1), tambaqui (Colossoma
macroporum), e tilapia vermelha (Oreochomis ssp.) (IBAMA, 2007). O cultivo de
camardo, juntamente com a tilapicultura, continua em expansdo, principalmente na

regido Nordeste.

Oreochromis niloticus

."“:'P- o

Oreochromis ssp.

Figura 1: Espécies mais utilizadas na aquicultura continental brasileira.

A contribui¢do da aquicultura para o suprimento global de peixes, crustiaceos,

moluscos e outros animais aquiticos continua a crescer, tendo a producdo total de



pescado aumentado de 3,9% 1970 para 27,1% em 2000 e 36% em 2006. A aquicultura
continua a crescer mais do que qualquer outro setor de produgéo de alimento de origem
animal. Mundialmente, este setor tem crescido com uma taxa média de 8,8% ao ano
desde 1970, comparado com apenas 1,2% da pesca extrativa e 2,8% para os sistemas de
producio terrestre de carne no mesmo periodo. A producdo da aquicultura tem superado
grandemente o crescimento da populacdo mundial, com o suprimento per capta
aumentando de 0,7 kg em 1970 para 7,8 kg em 2006, representando uma taxa de
crescimento anual médio de 7% (FAO, 2009).

A aquicultura mundial tem crescido significantemente durante os ultimos 50
anos. De uma producdo abaixo de um milhdo de toneladas no comeco da década de
1950, a producdo em 2006 foi de 51,7 milhdes de toneladas, correspondendo a um valor
de US$78,8 bilhdes. Isto significa um aumento médio anual de 6,9% em quantidade e
7,1% em valor em relacdo a 2002. Em 2006, as nacdes da Asia e da regido do Pacifico
representaram 89% da producdo em quantidade e 77% em valor. Do total mundial, a
China representa 69,6% da producao em quantidade e 51,2% em valor da producdo de

aquicultura (Figura 2) (FAO, 2009).

Asia (exceto China) Quantidade

e Pacifico

Furona 4 2%

Africa 1,5%
China 66.7% j América do Norte 1 2%
Oriente Médio 0 8%

Asia (exceto China) e

Pacifico Valor

Europa 9,1%

América do Norte 2.2%
Africa 1 8%

QOriente Médio 1.5%

China 48.8%

Figura 2: Producao da aquicultura mundial por regido em 2006 (FAO, 2009).

América Latina e Caribe 3.0%

América Latina e Caribe 8 5%



A aquicultura mundial produziu em 2004 cerca de 2,5 milhdes de toneladas de
camardo, um crescimento de 28,7% em relagcdo a 2002. (FAO, 2007). Dentre os varios
ramos da aquicultura, a carcinicultura € um dos mais produtivos, tendo sido responsavel
por cerca de 20% da produgdo mundial de camardo em 2002 (PINHEIRO, 2007). No
Brasil, as primeiras atividades de cultivo de camardo iniciaram-se na década de 70, na
regido Nordeste, com a introducdo da espécie exdtica Marsupenaeus japonicus
(Barbieri Junior & Ostrensky Neto, 2002). Na década de 80, os produtores tentaram
introduzir outras espécies exdticas bem sucedidas no mercado internacional, como
Penaeus monodon, em 1981, Litopenaeus vannamei e Litopenaeus stylirostris, em 1983
(FAO 2006). Mas, foi apenas em meados da década de 90, que se conseguiu estabelecer
o manejo da espécie exotica L. vannamei, tornando-se este o principal camardo

cultivado do pais (ROCHA, 2008).

Tabela 1: Producdo de camardo no Brasil por ano, em toneladas.

Estado 2003 2004 2005
Para 3240 2420 278,0
Maranhio 703,0 266,0 246,0
Piaui 3.309,0 2.541,0 2.239,0
Ceara 25.915,0 19.405,0 17.356,0
Rio Grande do Norte 37.473,0 30.807,0 25.063,0
Paraiba 3.323,0 2.963,0 1.672,0
Pernambuco 5.831,0 4.531,0 3.568.,0
Alagoas 130,0 102,0 122,0
Sergipe 957,0 2.543,0 2.924,0
Bahia 8.211,0 7.577,0 5.844.0
Espirito Santo 370,0 370,0 435,0
Parana 390,0 310,0 637,0
Santa Catarina 3.251,0 4.267,0 2.726,5
Rio Grande do Sul 3,0 20,0 23,0
Total 90.190,0 75.904,0 63.133,5

FONTE: IBAMA, Estatisticas da Pesca (2004, 2005, 2007).

Pertencente a familia Penaeidae, o L. vannamei tornou-se a principal espécie de
camardo cultivada no Brasil com uma produgdo que alcangou 90.190 t em 2003. O
Nordeste contribui com 93% de todo o camardo produzido no Brasil e Pernambuco é

responsével por 5,5% com uma produgdo de 63.133,5 t em 2005 IBAMA, 2007).

O camardo L. vannamei € um dos mais bem estudados por ser umas das
principais espécies de camardo cultivadas no mundo. Apenas em 2005, foram

produzidas 1.599.423 toneladas de camardo desta espécie (TACON, 2007). Umas das



vantagens do L. vannamei é a sua adaptabilidade a 4guas turvas e com baixa
concentracdo de oxigénio, caracteristica que permitiu a disseminagdo do cultivo em
varias partes do mundo. Na Figura 3 é mostrado o crescimento mundial da produgéo de

L. vannamei.

Tonegladas (x1000)

Anos

Figura 3: Producdo global de aquicultura do camardo Litopenaeus vannamei (FAO,
2006).

Estatisticas da FAO mostram que a produgdo por aquicultura do L. vannamei
aumentou de 8.000 t em 1980 para 194.000 t em 1998. Depois de um pequeno declinio
em 1999 e outro mais significante em 2000 devido a chegada do virus da sindrome da
mancha branca (WSSV) na América Latina, houve um rdpido aumento na producgdo
para mais de 1.386.000 t em 2004, devido a rdpida difusdo dessa espécie pela Asia.
Alguns dos principais paises produtores em 2004 foram China (700.000 t), Tailandia
(400.000 t), Indonésia (300.000 t) e Vietnam (50.000 t) (FAO, 2006).

1.2. Utilizacao de subprodutos do processamento do camariao como fonte de

biomoléculas

No processamento industrial do camardo aproximadamente 50% do peso do

animal corresponde aos subprodutos (cabecas, caudas e carapagas) (ISLAM et al,



2004). De acordo com esse percentual somente em 2003 cerca de 26.000 t de cabecas e

cascas foram geradas no Brasil (SANTOS, 2006).

O desperdicio de subprodutos de peixes, moluscos e crusticeos representa de
20% a 70% do pescado comercializado (MACKIE, 1982). Esta constatacio tem
despertado grande interesse da comunidade cientifica, quanto ao aproveitamento desses
subprodutos, sobretudo as visceras, dos quais sdo extraidas moléculas bioativas como

enzimas, passiveis de diversas aplica¢cdes industriais (DE VECCHI & COPPES, 1996).

A utilizacdo de subprodutos do processamento do pescado para a recuperagdo de
biomoléculas como carotendides (SANTOS, 2006), colagenos (HWANG et al., 2007) e
enzimas (BEZERRA et al., 2005; ESPOSITO, 2006; ASSIS et al., 2007) tem sido
reportada, com vdrias aplicacdes, por exemplo, na inddstria farmac€utica e para
aplicagdes biomédicas (FAO, 2009). Diversos trabalhos reportam o uso de cabecas de
camarao para a obtencdo de hidrolisados protéicos (GILDBERG & STENBERG, 2001),
carotendides (BABU et al., 2008; SACHINDRA & MAHENDRAKAR, 2005;
SACHINDRA et al., 2006), quitina e quitosana (GILDBERG & STENBERG, 2001) e
glicosaminoglicanos heparina-simile (DIETRICH et al., 1999; BRITO et al., 2008).

Usualmente os subprodutos do processamento do camardo sdao submetidos a
hidrélise enzimdtica com a aplicacdo de proteases como alcalase, papaina, pepsina,
quimotripsina ou tripsina (SILVA, 2006). Essas enzimas promovem a solubilizacdo das
proteinas, permitindo também a recuperacdo de complexos de carotenoproteina e
deproteinizacdo da carapaca de quitina. A utilizacdo de enzimas proteoliticas,
entretanto, limita a produgéo destes bioprodutos de cabeca de camario, pois encarecem
o processo. Uma forma de contornar esta dificuldade estd no uso das enzimas enddgenas
presentes na cabeca do camardo (fosforilases e lipases) e no hepatopancreas (enzimas

digestivas) (CAO et al., 2009).

Aoki et al. (2004) purificaram parcialmente proteases do camardo Pandalus
borealis, para amaciamento de carne. As enzimas da cabeca de camardo foram
extraidas, purificadas parcialmente, dissolvidas em PBS (pH 7,4) e diluidas para uma
concentracdo final de 10 ug/L e ent@o adicionada a carne. A mistura foi incubada por 1
h a 10°C e entdo cozida a 70°C e armazenada a 4°C por 24 h. Estas proteases de

camardo podem ser usadas em escala industrial no setor de alimentos por terem se



mostrado eficiente no amaciamento de carne agindo em temperaturas baixas, o que

resulta em economia de energia.

Bezerra (2000) descreveu para tambaqui, Colossoma macropomum, um processo
de produ¢do de hidrolisado protéico por autdlise enzimdtica, com a vantagem de
diminuir custos, jia que utiliza enzimas do proprio animal. Normalmente usam-se
enzimas comerciais (alcalase) para este procedimento, porém seu uso pode inviabilizar

economicamente o Pprocesso.

Gildberg & Stenberg em 2001 demonstraram um método para utilizacdo
avancgada de subprodutos de camariao submetidos a hidrélise proteolitica com Alcalase e
obtiveram um hidrolisado protéico com alto valor nutritivo. No trabalho, os autores
mostram como astaxantina pode ser recuperada a partir do sedimento centrifugado do
hidrolisado bruto e o tratamento com Alcalase nfo influencia negativamente a
recuperacdo ou a qualidade da quitosana produzida das carapacas. Este processo estd

representado na figura 4.
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Figura 4: Esquema para utilizacdo de subprodutos de camardo (GILDBERG &
STENBERG, 2001).

Recentemente, diversas proteases foram extraidas de visceras de peixes
mostrando caracteristicas interessantes para aplicagdes na biotecnologia e industria,
como na degradacdo de tecidos, extracdo de pigmentos, coagulacido de proteinas,
manejo de residuos, amaciamento de carnes, formulacdo de detergentes e producdo de
hidrolisados protéicos (BEZERRA et al., 2001; ALENCAR et al., 2003; BEZERRA et
al., 2005; ESPOSITO, 2006; AMARAL et al., 2006; SOUZA et al., 2007; AMARAL,
2007).

1.3 Carotenoides

Os carotendides sdao pigmentos lipossoliveis naturais também conhecidos como
“lipocromos”. Na natureza, sdo produzidos por uma via metabdlica de isoprendides,
também compartilhada por diversos compostos quimicos como &dcidos graxos
essenciais, esterdides e as vitaminas A, D, E e K. Dentre as vdrias classes de pigmentos
naturais, os carotendides representam o grupo mais amplamente difundido e
diversificado estruturalmente. Sdo quase universalmente distribuidos, ocorrendo desde
em bactérias e algas até em plantas angiospermas e mamiferos. Pelo menos 600
diferentes carotendides ja foram identificados. Eles sdo responsaveis por muitas das
cores amarelo a vermelho em plantas e animais, assim como pela variedade de
coloracdes marrom, azul, lilds, verde e negro vistas em muitos peixes e crusticeos

(LATSCHA, 1990).

O metabolismo do B-caroteno é a principal fonte de vitamina A para animais.
Tanto na natureza quanto por sintese quimica, o -caroteno pode ser considerado como
um composto basico para muitas reacdes quimicas. A molécula consiste em 40 dtomos
de carbono arranjados em dois anéis B-ionona (Figura 5) conectados por uma cadeia de
duplas ligacdes conjugadas que representa o croméforo, responsdvel pela cor tipica dos

carotendides (MEYERS & LATSCHA, 1997).
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Figura 5: Via de bioconversdo dos carotendides no camardo Penaeus, e via de
conversao de retindis (NEGRE-SADARGUES et al., 2000).

O B-caroteno pode ser convertido em vitamina A ou oxicarotendides,
denominados xantofilas. Desta forma, os carotendides podem ser considerados tanto
como produtos de degradacdo catabdlica quanto de produtos da oxidagdo anabdlica de
carotenos. As xantofilas sdo os carotendides mais importantes para peixes e camardes.
As formas biciclicas dos hidroxicarotenoides ou cetocarotendides sdo as mais relevantes

para a nutricdo de animais aquéticos (MEYERS & LATSCHA, 1997).

Carotendides, que podem ser encontrados livres e complexados a proteinas
(carotenoproteinas) sdo responsdveis pelas diversas cores observadas em crusticeos.
Estao presentes principalmente na carapaga, apéndices toracicos, sangue, olhos, ovos,
hepatopancreas e ovarios (KUO et al., 1976; SANTOS, 2006). Uma vez que animais
sdo incapazes de sintetizar carotendides de novo, esses pigmentos sdo adquiridos da
dieta a partir de organismos fotossintetizantes como microalgas, nas quais participam do
processo de fotossintese e na fotoprotecio (BOHNE et al., 2002; JENSEN et al., 2007).

Além de prover coloragdo, em animais os carotendides atuam como antioxidantes e



precursores de vitamina A (VELU et al.,, 2003). As crustacianinas sdo proteinas
presentes na carapaca de crustdceos que geralmente possuem como grupo prostético o

carotendide astaxantina.

O método de extracdo de carotendides utilizando hidrdlise enzimatica dos
tecidos do camardo é um procedimento bastante sutil que preserva a integridade dos
carotendides e ainda facilita o acesso de solventes ao pigmento, uma vez que as
carotenoproteinas sdo também liberadas. Tem sido demonstrado que proteinas do
residuo de crusticeos podem ser hidrolisadas através de proteases comerciais e
recuperadas como hidrolisado protéico. Durante este processo, a ligagdo do complexo
carotenoproteina € quebrada antes da extracio (CHEN & MEYERS, 1982) e os
carotendides sdo agregados a outros lipideos. A tripsina e quimotripsina sdo as enzimas
proteoliticas mais abundantes no hepatopancreas de camardes, localizado na cabeca
(MUHLIA-ALMAZAN et al, 2002) e sdo responsdveis cerca de 60% da digestao

proteolitica total em peneideos.

Os subprodutos do processamento do camardo sdo uma importante fonte de
carotendides naturais, uma vez que a matéria prima é de baixo custo, podendo ser uma
melhor alternativa para carotendides sintéticos na formulacdo de racOes para
aquicultura, em alimentos (SACHINDRA & MAHENDRAKAR, 2005; SACHINDRA

et al., 2006) e aplicacdo na industria farmacéutica.

Carotendides sdo responsdveis pela coloragdo de muitos produtos oriundos de
peixes e crustidceos. Os frutos do mar mais caros, como camario, lagosta, caranguejo,
salmdo, truta e atum possuem o intertegumento vermelho-alaranjado, e/ou carne
contendo pigmentos carotendides (ARVANITOYANNIS & KASSAVETI, 2008). Ja foi
observado que peixes com nivel elevado de carotendides sdo mais resistentes a doengas
fingicas e bacterianas (SHAHIDI et al., 1998). A astaxantina tem sido citada como
principal carotendide presente em alguns peixes como salmio e truta, bem como na
maioria dos crusticeos como camardes, lagostas e caranguejos sendo um pigmento

importante em organismos marinhos (DOMINGUEZ et al., 2005).

Subprodutos do camardo Penaeus indicus, como cabegas e carapagas foram
usados para extrac@o de carotendides com 6leos (SACHINDRA & MAHENDRAKAR,
2005), solventes organicos e mistura destes solventes (SACHINDRA et al., 2006), para



a otimizacdo do processo de recuperacdo destes pigmentos. O rendimento 6timo foi
obtido utilizando 6leo de girassol (SACHINDRA & MAHENDRAKAR, 2005) e uma
mistura de 4dlcool isopropilico e hexano. Segundo os autores, embora os resultados
obtidos sejam para o camardo P. indicus, também poderiam ser aplicados para
subprodutos de outras espécies. O residuo disponivel apds a extracdo de carotendides
també pode ser utilizado na producdo de quitina e quitosana, numa abordagem integrada

para utilizacdo de subprodutos.

Uma dieta rica em carotendides tem sido epidemiologicamente correlacionada
com um risco reduzido de desenvolver diversas doengas (TAPIERO et al., 2004). As
vias de sinalizacdo influenciadas pela atividade antioxidante e propriedades bioquimicas
dos carotendides t€m sido relatadas como um mecanismo bdasico de prevengao (STAHL
& SIES, 2005). Os carotendides realizam uma variedade de funcdes especialmente em
relacdo a saide humana e sua acdo como antioxidantes biolégicos. Atualmente, hd um
acentuado interesse em relacdo aos carotendides dietdrios a respeito de suas agdes

contra doencas relacionadas a idade em seres humanos (FRASER e BRAMLEY, 2004).

A atividade de pro-vitamina A € a fun¢do mais bem conhecida dos carotendides
e estd relacionada a clivagem da molécula do carotendide para formar retinol. Em torno
de 50 tipos estruturais tém a capacidade de agir como pro-vitamina A, uma vez que é
necessario um anel f ndo substituido para a formacio de retindides. Os carotendides [3-
caroteno, B-criptoxantina e a-caroteno sdo conhecidos como pré-vitaminicos. (FRASER
& BRAMLEY, 2004). Embora outros carotendides ndo tenham essa atividade, sdo
importantes como antioxidantes plasmaticos (BERTRAM & VINE, 2005).

1.4 Proteinas de camarao

O camardo é um alimento rico em proteinas, cdlcio, vitaminas e vdrios
componentes extrativeis e tem sido usado como um dos mais populares e importantes
ingredientes para preparacdes alimentares, em vdrios paises, principalmente na Coréia.
Durante o processamento, geralmente sdo removidas a cabega, as cascas € a por¢do
posterior do camardo. Recentemente, o consumo de camardo tem aumentado de forma
consideravel, face ao rdpido crescimento da indistria de ‘“fast-food”, acarretando,
conseqiientemente, um volume bem maior das partes ndo comestiveis (cabeca, cascas e

cauda), ocasionando problemas ambientais (HEU et al., 2003). A poluicdo gerada pelo
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alto volume decorrente da produgcdo de camardo requer a aplicagio de métodos
tradicionais de preservacdo bem como a viabilizacdo da recuperagcdo dos subprodutos

(CIRA et al., 2002).

Virios estudos foram desenvolvidos utilizando camardes e seus subprodutos.
Kim et al. (2003) estudaram as propriedades fisico-quimicas, as combinagdes ativas de
sabores e componentes nutricionais do molho sal-fermentado, utilizando subprodutos de
camardo e evidenciaram a sua alta qualidade. Estudos também foram desenvolvidos
sobre a aplicagdo de subprodutos de camardo para a extracdo de caroteno-proteinas
(CANO-LOPEZ et al., 1987), proteinases e exopeptidases em musculos de camardo
(DOKE & NINJOOR, 1987), bem como seu uso como flavorizantes, em dietas

humanas, e como fonte protéica em racdes para a aquicultura (FAGBENRO, 1996).

Toma & James (1975) demonstraram que a proteina desperdicada do camario
tem um valor nutritivo comparavel ao da caseina e quando adicionada a dietas a base de
soja, na propor¢do de 50%, melhora em 74% a qualidade protéica desta dieta. Os
autores ainda enfatizam a potencial aplicacdo prética deste hidrolisado em racdo ou
como suplemento alimentar para animais, além da importancia de sua utilizacdo no

controle da polui¢do aquatica.

Pesquisas sobre a digestibilidade aparente e protéica de dietas formuladas a
partir de subprodutos de peixes e crustdceos, dentre eles a cabeca de camardo
constataram que estes subprodutos podem ser utilizados como fonte protéica alternativa,
devido a sua alta digestibilidade (SUDARYONO et al., 1996; FAGBENRO & BELLO
OLUSOIJI, 1997).

Durante o processamento de camario para obtengcdo da quitosana, os minerais e
tecidos protéicos sdo quimicamente extraidos e descartados, e apenas 10% da matéria-
prima seca € recuperada como quitosana, ou seja, para cada quilo de quitosana
produzida, cerca de 3 Kg de proteina sdo desperdigados (Gildberg & Stenberg, 2001). A
proteina dos subprodutos do camardo pode ser hidrolisada por proteases disponiveis
comercialmente e recuperada como hidrolisado protéico com alto conteido de

aminodcidos essenciais (GILDBERG & STENBERG, 2001).

Bezerra (2000) e Bezerra et al. (2000, 2001), detectaram a presenca de enzimas

digestivas termorresistentes nas visceras de peixes tropicais, o que lhes confere
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potencial aplicacdo biotecnoldgica. A presenca de enzimas proteoliticas nas visceras de

pescados também tem uma influéncia significante na producéo de hidrolisados.

2

O “Spray-Dryer” é um dos métodos mais empregados na conversdo desde
produto liquido para a forma de pd, com a vantagem adicional de ser de féacil
manipulagcdo e maior estabilidade, porém a temperatura empregada pode causar alguns
efeitos na qualidade do produto final (ABDUL-HAMID et al., 2002). Estes autores
demonstraram que a utilizacdo do Spray-Dryer em temperaturas elevadas afeta,
sobretudo, o conteddo protéico, a umidade e o teor de todos os aminoacidos essenciais,

exceto a metionina, do hidrolisado protéico da Oreochromis mossambicus.

A composicdo centesimal de hidrolisados enzimdticos de diversos animais
aquaticos esta representada na Tabela 2. A utilizacdo desses animais para produgdo de
alimentos funcionais para humanos € uma nova perspectiva para uso potencial do
processamento e preservagdo de carnes de baixo valor comercial (ARVANITOYANNIS
& KASSAVETI, 2008).

Tabela 2: Composicdo centesimal de hidrolisados de diferentes espécies (animal
inteiro) (ARVANITOYANNIS & KASSAVETI, 2008; ZHANG et al, 2002;

HOSSAIN et al., 2003; KHAN et al., 2003; RUTTANAPORNVAREESAKUL et al.,
2005).

Proteina Cinzas Carboidratos Lipidios

Espece (%) (%) (%) (%)
Krill Antartico (Euphausia superba) 86,2 5,8 8,2 0,03
Camarao Kuruma (Penaeus japonicus) 93,7 2.3 4,7 0,06
Camarao Veludo (Metapenaeopsis acclivis) 85,9 5,8 9,3 0,05
Lula (Loligo edulis) 87,7 7,0 3,3 0,07
Lula Japonesa (Todarodes pacificus) 87,7 6,1 3,4 0,26
Lula de Recife (Sepioteuthis lessonania) 87,9 6,1 3,4 0,21
Camario Rosa do Norte (Pandalus eous) 89,8 4,7 4,6 0,02
Camarao-da-pedra (Metapenaeus endeavouri) 91,5 5,2 3,0 0,01
Camardo-tigre-gigante (Penaeus monodon) 91,0 5,1 3,6 0,01

Silva (2006) relatou que o hidrolisado protéico de cabegcas do camardo
Litopenaeus vannamei liofilizado é uma relevante fonte de aminoacidos essenciais e nao
essenciais com contetido superior ao recomendado pela FAO/WHO (1989) e ainda sem
contaminantes, metais pesados ou coliformes fecais e totais. Estes resultados
demonstraram que o hidrolisado de cabecas de camardo constitui uma excelente fonte

alimentar. A composi¢do centesimal desde hidrolisado € mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3: Composicdo centesimal e valor caldrico do hidrolisado protéico de camario
produzido por autdlise e liofilizado (SILVA, 2006).

Componentes Valores
Umidade (%) 9,68
Proteina (%) 43,63
Lipidios totais (%) 6,25
Cinzas (%) 7,32
Carboidratos (%) 33,12

Valor calérico (Kcal/100g) 363,27

A atividade da aquicultura requer racdes de boa qualidade com um alto contetddo
de proteinas. Leal et al. (2009) testaram hidrolisado protéico de cabecas de camario,
substituindo a racdo comercial para tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) com dietas
formuladas com diferentes concentragdes de hidrolisado. A composi¢do de aminodcidos
e dados de crescimento dos animais sugere que este hidrolisado pode ser utilizado como
componente de ragdo para tildpia sem efeitos adversos no crescimento e na nutri¢do dos

animais.
1.5 Quitina e Quitosana

A quitosana € um polissacarideo obtido a partir da hidrdlise alcalina do
grupamento N-acetil da quitina, principal componente do exoesqueleto de artropodes e
da parede celular de alguns fungos, e ainda o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza depois da celulose. Atualmente a producdo de quitina e quitosana é realizada
através do tratamento de residuos do processamento de crusticeos, matéria prima
abundante em paises como China, Japdo, India e Brasil. Sio utilizadas carapacas de
caranguejo, camardo, penas de lula e cabegas de camario, nas quais o conteido de
quitina chega a 11% (SYNOWIECKI & AL-KHATEEB, 2000). A produgdo de
quitosana de cascas de crustidceos € vidvel economicamente, principalmente quando
associada a recuperacdo de carotendides, uma vez que elas contém uma considerdvel

quantidade de astaxantina (KUMAR, 2000).

A quitosana é um heteropolimero composto por ligacdo B(1—4) de N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina e formado através da desacetilagdo parcial da quitina,

numa faixa de 80 a 85%, ou superior
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Figura 6: Estrutura da quitina, quitosana e celulose (Fonte: KRAJEWSKA,
2004);

Dependendo da fonte, a quitina pode ocorrer em duas formas, o e . A forma o é
a mais abundante, estando presente na parede celular de fungos, krill, lagostas, tenddes
e carapaga de caranguejos, cascas de camardo e cuticulas de insetos. Por sua vez, a
forma B-quitina é mais rara, encontrada, por exemplo, em penas de lula. A forma B mais
reativa que a a , sendo esta uma importante propriedade relacionada as transformagdes
enzimdticas e quimicas da quitina (RINAUDO, 2006). A quitina pode ser encontrada
parcialmente desacetilada em varios niveis de forma natural. As formas a e B da quitina
tém microestrutura predominantemente cristalina, o que inviabiliza sua dissolucdo, na
maioria dos solventes, sendo este um dos maiores problemas relacionado ao seu uso. Ja
a quitosana possui estrutura menos cristalina que a quitina, pela perda do grupo acetil,
apresentando assim maior solubilidade em meio aquoso, embora seja virtualmente

insolivel em valores de pH neutros e alcalinos.

O grau de desacetilacdo determina caracteristicas como, as propriedades acido-
basicas e solubilidade. A protonacdo do grupamento amina influencia o pK, que adquire
valores entre 6,3 e 6,7, 0 que também permite a dissolu¢do em solucdes acidas diluidas.
O peso molecular do polimero também influencia a viscosidade e solubilidade, afetando
a acessibilidade e disponibilidade de sitios ativos. Uma caracteristica peculiar adicional
€ a sua alta hidrofilicidade, devido a um grande niimero de grupos hidroxila no

polimero.

A quitosana € largamente utilizada para tratamento de efluentes, pois tem a

capacidade de absorver ions metalicos e espécies organicas por causa dos grupamentos
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amina e hidroxila na cadeia que formas ligacdes de coordenacdo e sitios reativos

(JUANG et al., 2001).

Quitina e quitosana s3o polimeros com caracteristicas interessantes para
aplicacdes biotecnoldgicas e biomédicas. A natureza catiOnica, rara entre
polissacarideos (geralmente acidos ou neutros), permite a interacdo eletrostatica com
moléculas carregadas negativamente, principalmente a quitosana que assume a carga
positiva em valores de pH menores que 6,7. Dentre as possiveis aplicagdes estdo:
cultura de células, carreamento de farmacos, cobertura anti-corrosio, filmes comestiveis
antimicrobianos, engenharia de tecidos, imobilizacdo de proteinas, adsor¢do de ions
metdalicos e corantes. A reconhecida biocompatibilidade e ndo-toxicidade da quitosana
tornam possivel seu uso em diversas aplicagdes biomédicas como preparacdo de filmes

e membranas para pele artificial (SAHOO, 2009).

As propriedades da quitosana relacionadas a medicina regenerativa incluem a
atracdo quimica e ativacdo de macréfagos e neutréfilos para iniciar o processo de cura
de um ferimento, promogao de granulacdo do tecido, re-epitelizacdo e enclausuramento
de fatores de crescimento que aceleram a regeneracdo, limitacdo da formagdo de
cicatriz, estimulacdo da mobilidade celular modulada por integrina e aumento da
angiogénese in vitro. Ocorre concomitantemente também a liberacio de
monossacarideos de glucosamina e N-acetilglucosamina e oligomeros, atividade
antimicrobiana intrinseca e liberacdo controlada de agentes antimicrobianos exdgenos
para prevenir infeccdes. Ademais, a quitosana é ndo-toxica, biodegradavel, facil de
construir diversas estruturas, pode ser modificada quimicamente e enzimaticamente, ¢
mucoadesiva, adequada para liberacdo controlada de citocinas, componentes da matriz
extracelular e antibidticos, reten¢do da morfologia celular normal, promogdo da adesio,

proliferacdo e viabilidade de tecidos incluindo células tronco (MUZZARELLI, 2009).

A habilidade da quitosana de promover a cura de um ferimento pode ser
atribuida a sua capacidade de formar complexos polieletroliticos com
glicosaminoglicanos (GAGs), especialmente com a heparina, que possui tanto
propriedades anticoagulantes como angiogénicas (promove a vascularizacio do tecido).

Os GAGs estdo entre os blocos de construgdo essenciais da rede macromolecular de
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conexdo dos tecidos. A similaridade da estrutura quimica da quitosana com os GAGs

evidencia sua possivel utilizacdo biomédica (KATALINICH, 1997).
1.6 Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos, anteriormente denominados mucopolissacarideos, sdo
carboidratos poliméricos, na maioria sulfatados, compostos por unidades de
dissacarideos repetitivas, geralmente uma hexosamina (glucosamina ou galactosamina)
e um 4cido urdnico (D-glucurdnico ou L-idurdnico), ou um agicar neutro (galactose). A
presenga de grupamentos sulfato e carboxilas dos édcidos urdnicos conferem elevada
carga anidnica. Os glicosaminoglicanos ocorrem em todos os filos animais que
apresentam organizacdo tissular, desde poriferos até os cordados. Os principais
glicosaminoglicanos encontrados em animais, de acordo com a nomenclatura de Jeanloz
(1960) sdo: condroitim 4-sulfato, dermatam sulfato, condroitim 6-sulfato, acido
hialurénico, queratam sulfato, heparam sulfato e heparina (Figura 7). A variabilidade
dos diferentes glicosaminoglicanos é devido aos diferentes pesos moleculares, unidades
monossacaridicas, posicdo do grupamento sulfato e tipo de ligacdo glicosidicas inter- e

intradissacaridica (Tabela 4).

Tabela 4: Caracteristicas estruturais dos glicosaminoglicanos

Glicosaminoglicanos Posicao

(Nomeclatura) (I;):;I* Monossacarideos** do G}ilc%:(i;gioca
Meyer (1938)  Jeanloz (1960) Sulfato
Condroitim Condroitim 4- 2-5 x10" N-acetilgalactosamina 4 B (1—4)
sulfato A sulfato Acido glucurénico B (1—-3)
Condroitim Dermatam 2-5 x10* N-acetilgalactosamina 4 B (1—4)
sulfato B sulfato Acido glucurénico - B (1-3)
Acido idurénico - o (1-3)
Condroitim Condroitim 6- 2-7 x10* N-acetilgalactosamina 6 B (1—4)
sulfato C sulfato Acido glucurénico - B (1-3)
Acido Acido 5-50 x10° N-acetilglucosamina - B (1-3)
hialurdnico hialurdnico Acido glucurénico - B (1—4)
Quérato Queratam sulfato  1-3 x10* N-acetilglucosamina 6 o (1—4)
sulfato Galactose -6 o (1—4)
Heparitim Heparam sulfato  1-6 x10" Glucosamina 2/6 a(1—4)
sulfato N-acetilglucosamina -16 o (1—4)
Acido glucurénico - B (1—4)
Acido idurénico -2 o (1—4)
Heparina Heparina 0,5-5x10*  Glucosamina 2/6 a(1—4)
Acido glucurénico - B (1—-4)
Acido idurdnico -2 o (1—4)

(Fonte: ANDRADE, 2006)
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*A massa molecular média varia neste intervalo de acordo com a origem do
glicosaminoglicano

**Todos os agucares estdo na configuragdo D, exceto o 4dcido hialurénico que apresenta
configuragdo L.

Com exce¢do do é4cido hialurénico, todos os glicosaminoglicanos sio
encontrados na forma de proteoglicanos. A estrutura do proteoglicano é caracterizada
por um esqueleto protéico com glicosaminoglicanos ligados covalentemente através do
trissacarideo galactosil-glactosil-xilose por uma ligacdo O-glicosidica ao grupamento

hidroxila de um residuo de serina (TERSARIOL, 1995).
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Figura 7: Unidades dissacaridicas constituintes dos glicosaminoglicanos sulfatados.

Uma das estratégias para determinac¢do da estrutura dos diversos GAGs € a
utilizacdo de enzimas que degradam glicosaminoglicanos (NADER et al., 1999a). A
Flavobacterium heparinum € uma bactéria que contém um sistema enzimatico com
atividade de liase capaz de degradar condroitim 4- e 6-sulfato e 4cido hialurdnico.
Quando esta bactéria é cultivada em meios contendo heparina ou heparam sulfato é

induzida a expressdo de enzimas que degradam estes compostos (heparinase e
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heparitinases 1 e II). Estas liases de F. heparinum despolimerizam diversos

glicosaminoglicanos através de um mecanismo B-eliminativo (TERSARIOL, 1995).

As heparitinases I e II degradam o heparam sulfato produzindo quatro tipos
distintos de dissacarideos, que diferem entre si quanto ao grau de sulfatacdo e
acetilacdo, bem como a posi¢do em que sdo sulfatados. Em relacdo a especificidade, a
heparitinase I quebra ligacdes glicosidicas do tipo a (1—4) entre D-glucosamina e dcido
D-glucurénico, enquanto a heparitinase Il pode quebrar tanto ligacdes glicosidicas entre
D-glucosamina e dcido D-glucurénico quanto entre D-glucosamina e dcido L-idurdnico,
ambas do tipo a (1—4). Estas enzimas sdo eliminases e, portanto, introduzem uma

insaturagdo entre C4 e C5 do residuo de dcido urdnico.

A heparinase é outra enzima extraida de F. heparinum que degrada a heparina
quebrando liga¢des glicosidicas do tipo a (1—4) entre glucosamina N-sulfatada ( que
pode estar ou ndo sulfatada em C6) e acido L-idurdnico (obrigatoriamente sulfatado na
posicdo C2). Esta enzima é uma liase promovendo também insaturacdo entre C4 e C5

do residuo de acido idurénico (Figura 8).

HEPARITINASE #

1 HEPARINASE
HEPARITINASE |

| ]
3 B S SN S e B S ISy

L SOzH OH

Figura 8: Acdo das liases de heparina e heparam sulfato em um glicosaminoglicano
hipotético (NADER et al., 1999a). A heparitinase I e heparinase t€ém uma especificidade
de substrato seletiva, requerendo para atividade -D-glucuronil (1—4) glucosamina N-
sulfato ou N-acetilglucosamina e a-L-iduronil- 2-O sulfato (1—4) glucosamina N-
sulfato ou glucosamina N,6-dissulfato, respectivamente.

A condroitinase AC também ¢ purificada de F. heparinum e degrada condroitim
4- e 6-sulfato e dcido hialurdnico, quebrando especificamente ligagcdes glicosidicas do
tipo B (1—4) entre N-acetilhexosamina e dcido glucurdnico, que pode ou nio apresentar

sulfatagdo em C4 ou C6 (Figura 9).

A condroitinase ABC € uma enzima extraida de Proteus vulgaris, que degrada
os condroitins 4- e 6-sulfato, dermatam sulfato e 4cido hialurdnico em seus
dissacarideos insaturados. E uma enzima inexpecifica, degradando ligacdes glicosidicas

envolvendo N-acetil hexosamina e dcidos D-glucurdnico ou L-idurénico (Figura 9).
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Figura 9: Mecanismo de a¢@o das condroitinases de Proteus vulgaris.

A heparitinase I libera oligossacarideos, dissacarideo insaturado N-acetilado
(AU-GIcNAc) e dissacarideo insaturado N-sulfatado (AU-GIcNS) (Figura 11). A
heparitinase I degrada heparam sulfato a dissacarideo insaturado dissulfatado (AU-
GIcNS,6S), dissacarideo insaturado N-acetilado,6-sulfatado (AU-GIcNAc,6S),
dissacarideo insaturado N-sulfatado (AU-GIcNS) e alguns oligossacarideos (Figura 11).
A heparitinase II também degrada o tetrassacarideo obtido da heparina por acdo da
heparinase, a um dissacarideo insaturado trissulfatado (AU,2S-GIcNS,6S) e um
dissacarideo insaturado dissulftado (AU-GIcNS, 6S) (Figura 10). A heparinase degrada
a heparina a tetrassacarideos e dissacarideo insaturado trissulfatado (AU,2S-GIcNS,6S5)

(Figura 11) (TERSARIOL, 1995).
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Figura 10: Mecanismo de agdo da heparitinase II sobre o tetrassacarideo sulfatado
produzido pela heparinase a partir de heparina.

A condroitinase AC degrada condroitins 4- e 6-sulfato em dissacarideos
insaturados 4- e 6-sulfatados (AU-GalNAc,4S e AU-GalNACc,6S) e dcido hialurénico em
dissacarideo insaturado nio sulfatado (AU-GIcNAc/HA). A acdo da condroitinase ABC
sobre o condroitim sulfato origina dissacarideos 4- e 6-sulfatados (AU-GalNAc,4S e
AU-GalNAc,6S). A acdo desta mesma enzima sobre o dermatam sulfato produz
dissacarideo 4-sulfatado (AU-GalNAc,4S) e sobre o dcido hialurdnico gera dissacarideo

nao sulfatado (AU-GIcNAc/HA).
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Figura 11: Estruturas dos dissacarideos insaturados produzidos pela acéo das diferentes
liases de glicosaminoglicanos.

Os diferentes glicosaminoglicanos podem ser também analisados por
eletroforese em gel de agarose, que permite a identificagdo, separando-os de acordo com
o tampdo utilizado. O tampdo PDA (1,3-diaminopropano acetato) 0,05M, pH 9,0
distingue os compostos conforme a interagdo com a diamina do tampao, discriminando,
por ordem decrescente de mobilidade eletroforética, os condroitim sulfatos (CS),
dermatam sulfatos (DS), heparam sulfatos (HS) e heparinas (HEP). Assim, a heparina é
0 composto que mais interage com a diamina e apresenta a menor migracio

eletroforética neste tampao (DIETRICH & DIETRICH, 1976; DIETRICH et al., 1977).

O sistema descontinuo acetato de bario/PDA consiste em realizar,
primeiramente, a eletroforese em gel de agarose no tampdo acetato de bario por 10
minutos. Em seguida, o gel de agarose ¢é transferido para outra cimara preparada com
tampao PDA, onde permanece por 15 minutos. A seguir, € aplicada uma diferenca de
potencial no mesmo sentido da polaridade anterior, durante 90 minutos. Este sistema

possibilita o fracionamento da heparina em pelo menos 2 componentes, um de migracao
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lenta (slow), que corresponde a maior peso molecular e outro de migragéo ripida (fast)

que corresponde as fracdes de menor peso molecular (BIANCHINI et al., 1980).

Diversos trabalhos relatam a presenca de glicosaminoglicanos sulfatados nos
diferentes filos animais (Figura 12), particularmente compostos heparam sulfato e
heparina-simile com atividade anticoagulante (MEDEIROS et al., 2000). A presenca
ubiqua de heparam sulfato em formas de vida com organizacdo tissular e sua
diversidade estrutural leva a especulacio de que este composto esteja relacionado com o
controle do crescimento e reconhecimento célula-célula. Condroitim sulfato também

apresenta uma alta distribuicdo em diversas espécies.
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Figura 12: Arvore filogenética de distribui¢io de glicosaminoglicanos sulfatados no
reino animal (MEDEIROS et al., 2000).

Heparans sulfato estdo ausentes em protistas, plantas e fungos, a sua emergéncia
no reino animal se d4 com a dos eumetazoa, que sdo oS animais com organizagao
tecidual verdadeira (DREYFUSS et al., 2009). Segundo Nader et al. (1999b), estudos
nesta drea sugerem que heparina e heparam sulfato desempenhem a mesma fungdo
bioldgica em vertebrados e invertebrados. Embora alguns dos invertebrados estudados
nido possuam sistema de coagulacdo sanguinea similar ao dos mamiferos e outros
vertebrados, hd a presenga de compostos que atuam especificamente em proteinas do

sistema de coagulacdo (MEDEIROS et al., 2000). Tem sido especulado que a presenca
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de heparina em mastdcitos ou células com fungdes andlogas tenha um sentido diferente
da sua aclo sobre a cascata de coagulacdo sanguinea, devido a sua natureza
extremamente anidnica, como caracteristica possivelmente mais farmacoldgica do que

biolégica (NADER et al., 1999a).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Estruturar um método para obten¢do integrada de varias biomoléculas de cabecas de

camardio submetidas a autdlise enzimatica.

3.2 Especificos

e Calcular o rendimento de hidrolisado protéico, carotendides, quitina, quitosana e
glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) obtidos de cabecas do camario

Litopenaeus vannamei autolisadas;

e Extrair e/ou produzir e purificar GAGs e quitosana a partir de precipitado

protéico e cascas do camarao;

e Identificar e caracterizar GAGs através de eletroforese com diferentes tampdes e

analisar os produtos de degradagdo com liases;
e Caracterizar quitina e quitosanas purificadas por andlise elementar, titulacio

potenciométrica, ressonancia magnética de B, espectroscopia de infravermelho

e determinar o grau de desacelitacio;
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Abstract

Shrimp processing waste is one of the most abundant byproduct generated by fishery
industries. As the global shrimp aquaculture production continues to grow, since early
1990’s, the amount of waste becomes an economical and environmental problem. The
aim of this work was to develop a process to recovery bioactive molecules of shrimp
head using autolysis. The recovery of chitin and chitosan was 25g and 17g per kg waste,
respectively. Chitosans were characterized by '*C-NMR, potentiometric titration,
elemental analysis and FT-IR, and showed variable degrees of deacetylation between
60-80 percent. Sulfated glycosaminoglycans were also recovered and showed
electrophoretic migration similar to mammalian standards. The degradation products
suggest the presence of heparan sulfate with C-6 sulfatation. These data corroborates the
possibility of an integrated process for isolation of highly bioactive molecules, like
sulfated and amino-polysaccharides, from shrimp processing waste with a broad

spectrum of applications.

Keywords: Autolysis, Chitin, Chitosan, Litopenaeus vannamei, Shrimp processing

waste, Sulfated glycosaminoglycan.
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1. Introduction

Shrimp culture production reached 3,275,726 t in 2007, and continues to be the
second most important commodity traded in value terms, accounting for 16.5 percent of
the total value of internationally traded fishery products (FAO, 2009). In Northeast
Brazil the production of cultured crustaceans reached 63,750 t in 2006, which
corresponded to approximately 98% of the amount produced in this country (IBAMA,
2007). The marine Pacific White Shrimp Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) leads the
Brazilian aquaculture and is one of the three most farmed shrimp species worldwide,

along with Penaeus monodon and P. chinensis (FAO, 2006).

As the increase of aquacultured shrimp supplies the demand for this product, the
amount of generated processing waste keeps growing as well, which represents an
ecological problem. The waste of fish, mollusks and crustacean byproducts and bycatch

may correspond to 20-70 percent of all commercialized fishery (Mackie, 1982).

Hydrolysis of fish and shrimp waste is a common method of treatment for these
by-products and can be used in the recovery of their bioactive molecules. This method
is easily adapted to industrial conditions and is not employed only for recovering of a
highly nutritive protein hydrolysate (Simpson et al., 1997; Wang & Chio, 1998; Guerard
et al., 2002; Mizani et al., 2005; Pacheco-Aguilar et al., 2008), but also as a step in a
process to extract others bioactive molecules, such as chitin (for chitosan production)
and carotenoids (Gildberg & Stenberg, 2001). The production of chitin and chitosan is
environmental friendly and economically feasible, especially if it includes the recovery

of carotenoids (Kumar, 2000).
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The wuse of commercial proteases to recovery protein hydrolysate,
carotenoprotein and chitin from shrimp processing waste has already been proposed
(Simpson et al., 1997; Synowiecki & Al-Khateeb, 2000; Gildberg & Stenberg, 2001;
Mizani et al., 2005). However, the high cost of commercial enzymes represents an
economic bottleneck in the process. It is known that shrimp midgut gland (present in the
cephalothorax) and fish viscera are source of digestive enzymes, such as peptidases
(Buarque et al. 2009a; Bezerra et al. 2001). Therefore, the operational cost linked to the

use of commercial enzymes may be reduced by replacing them by autolysis.

Shrimp head has been described as a source of high quality protein hydrolysate,
chitin and chitosan (Gilberg & Stenberg, 2001; Mizani et al., 2005 Synowiecki & Al-
Kahteeb, 2000), carotenoids (Babu et al., 2008; Sachindra et al., 2005; 2006), and
sulfated glycosaminoglycans (Brito et al., 2008; Dietrich et al., 1999). In this work, it is
described a method to recovery of protein, Ca2+, chitin, carotenoids and
glycosaminoglycans (GAGs) from shrimp processing waste using proteolytic

endogenous enzymes. Moreover, the obtained polysaccharides were characterized.
2. Materials and Methods
2.1 Shrimp head enzymatic autolysis

Shrimp heads of the species Litopenaeus vannamei were provided by a local
fishery processing plant (EMPAF Ltd.). Fresh heads were immediately transported to
the laboratory, packed (1.0 kg) in plastic bags and stored at -20°C until use. Hydrolysis
was performed according to the method of Bezerra et. al. (2005a) for L. vannamei,
without addition of Alcalase®. The heads (1,0 kg) were grinded with 1,0 L of distilled

water (1:1) in a domestic food processor, and then autolysis was allowed in a vessel on
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water bath at 40°C for 2 h under stirring, and then heated for 10 min at 100°C.
Afterwards the preparation was filtered through gauze (porosity Imm?) to retain the
carapace and the liquid fase was centrifuged for 10,000 g at 4°C. It was added 3
volumes of 500 mL 90% ethanol (v/v), to the precipitated to extract fat and carotenoids,
and then the remaining sediment was lyophilized. The pigmented extract was
concentrated in a flash evaporator (IKA® HB 05.06CN Rotary Evaporator) and ethanol
was recovered for further extractions. Approximately 58.4 g of dried shrimp sediment
was submitted to proteolysis with 4.0 mg/mL Maxatase (Biocon Laboratories, Sao
Paulo, Brazil) in 50 mM Tris-HCI pH 8.0 with 0.15M NaCl (enzyme solution/extract
ratio 10:1 mL/g) for 24 h at 60°C under stirring. Afterwards the proteins were
precipitated with trichloroacetic acid, TCA (final concentration 10%), at 4°C and

centrifuged at 10,000 g for 20 min.
2.2 Proteolytic activity

Protease activity of shrimp head homogenate was carried out according to
Bezerra et al. (2005b). One unit (U) of enzymatic activity was defined as the amount of
enzyme capable of hydrolyzing azocasein to produce a 0.001 change in absorbance per
minute. A comparison with 0.5% Alcalase® (Novozyme Brazil S.A.) was carried out in

the same conditions.
2.3 Carotenoids HPLC analysis

HPLC separations were carried out using a 300 x 3.9 i.d. mm Water C18
reverse-phase column (15-20 um - USA). Chromatographic analysis was conducted on
an AKTA Purifier equipped with auto-sampler injector, controlled by UNICORN 4.11

software. Chromatography was isocratically performed at 23°C. Mobile phase consisted
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of acetonitrile, methanol, chloroform and water; 60:25:10:5 (v/v/v/v) at a flow rate of
1.0 mL/min. The injection volume used was of 50 pL, and the detection by light
absorbance was performed at 480, 455 and 474 nm. Calibration curves were established
by injecting ten increasing concentration of pure astaxanthin as standard in the HPLC
mobile phase. Peak area for these carotenoids could thus be directly converted into

quantity.

2.4 Preparation of chitin and chitosan

Dried carapace was treated with 1 M HCl and 1 M NaOH to remove CaCO3; and
proteins respectively. The despigmentation was performed with 0.5% (w/v) KMnO, and
1% (w/v) NayS,04. The chitin flakes were washed with a large amount of distilled water
and dried. Purified chitin was mixed to 500 mL of NaOH 50% (w/v) and incubated in a
water bath at 65°C for 24 h under stirring. N-deacetylation was performed a second time
under the same conditions. Chitosan was washed with distilled water until pH neutral,
dried at 70°C and pulverized with an electric mill to obtain particle size lower than 250
um. Purified chitosan was obtained as a fine powder after lyophilization through the
following purification process: chitosan was solubilized in 3% (v/v) acetic acid, filtered,
precipitated with 1 M NaOH until pH 11.0, neutralized to pH 7.0 and centrifuged

(10,000 g, 15min 25°C.

2.5 Extraction and partial purification of glycosaminglycans

The glycosaminglycans present in the supernatant after TCA precipitation and
centrifugation were precipitated by adding 2 volumes of methanol at -20 °C for 18 h,
centrifuged (10,000 g at 4°C for 10 min), dried and resuspended in water for further

analysis. The sample was previously submitted to bleaching to remove pigments. The
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fraction was ressuspended in water to form a 6% solution. Potassium permanganate was
added in a final concentration of 1.5 mg mL" and kept at 70°C for 30 min. After
centrifugation (10,000 g at 4°C for 10 min), pH was adjusted to 10.0, added of 2.0 mg
mL" sodium sulfate and kept at room temperature for 24 h. The supernatant was
centrifugated (10,000 g at 4°C for 10 min), dialyzed and lyophilized. The fraction
obtained after precipitation with methanol was analyzed by electrophoresis and
fractionated with increasing volumes of acetone. For this, the sample was dried and
resuspended in 0.5 M NaCl to form a 5 % (w/v) solution and followed adding acetone
(final concentration 30%), and kept at 4 °C for 18 h. The precipitated was collected
through centrifugation 10.000 g for 20 min. Acetone was added to the supernatant to
obtain different fractions, repeating this procediment until the acetone volume was

200% of initial.
2.6 NMR and FT-IR spectroscopy Analysis of Chitosan

Decoupled BC NMR spectra were obtained using a Bruker Avance DRX-400
spectrometer with a Smm inverse probe. BC-NMR acquisitions were performed using
the following parameters: FIDRES- 0.8466 Hz, AQ- 0.5906 s, DW 15.75 s, DE- 5.5pus
DI1- 110 msec, D2- 3.4 msec, PL12-17dB (decoupler 'H), waltz 16 pulse program. FT-
IR spectra was measured in KBr pellets in transmission mode in a range of 4000 to 500
cm™ using FTIR Bomem MB100 spectrophotometer. The deacetylation degree (DD%)
was calculated according to the ratio Ajsp¢/Aj40 reported by Brugnerotto et al. (2001):

DD%=100-[(A1320/A1420-0.3822)/0.03133].

2.7 Potentiometric Titration of Chitosan Solution
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Chitosan was dissolved in 0.1M HCI solution, the titrant was NaOH 0.1M
solution and the pH measurements were determined in a pH meter (ANALION PM608).
Under continuous stirring, titrant was added until pH reached 2.0. Then, 1 mL of NaOH
0.1M was continuously added and the pH value recorded. The titration was terminated
when the pH value reached 6.0. The degree of deacetylation (DD%) was determined by
the formula DD(%) = @/[(W-1610)/204+@]x100, @=(NAVa-NgVEg)/1000, where Nj is
the HCI concentration, V4 is the volume of solution, Ny is the concentration of NaOH,
Vg is the volume of NaOH on the border of the curve and W is sample mass (Jiang et

al., 2003).

2.8 Elemental Analysis

Elemental composition of chitin and chitosan samples was performed in an
Carlo Erba EA 1110 elemental analyzer for C, H, S, and N. Degree of deacetylation was
measured by the formula: DD%=[1-((C/N-5.145)/6.816-5.145)]x100 (Kasaai et al.,

2000).

2.9 Electrophoresis of Glycosaminglycans

There were used three electrophoretic systems on agarose gels with different
buffers: PDA (1,3-diaminepropane acetate) buffer 0.5 M pH 9.0; Tris-acetate buffer
0.5M pH 8.0; and discontinuous barium acetate (0.5M pH 8.0)/PDA system. Samples
were spoted in agarose gel (0.6%) slides in each buffer, and then subjected to
electrophoresis at 5°C in a chamber. Migration was started on the negative pole because
of the highly anionic charge density of the compounds. After electrophoresis, the gel
was immersed in a 0.1% solution of Cetavlon (cetiltrimetilammonium bromide) for 2 h.

Then the gel was dried under a lamp in a current of air from a fan. The slides were
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stained with a 0.1% solution of toluidine blue in acetic acid/ethanol/water (0.1:5:5), de-
stained with the same solution without toluidine and dried at room temperature. The

quantification of GAGs was carried out by densitometry at 525 nm.

2.10 Enzymatic Degradation with Glycosaminoglycans Lyases

Some fractions were chosen to undergo enzymatic degradation with
glycosaminglycan lyases: heparitinase I, heparitinase II, a mixture of heparitinase I and
II, heparinase, a mixture of heparinase and heparitinase II, chondroitinase AC and
chondroitinase ABC. An amount of 100 pg of glycosaminglycan from each fraction was
incubated with 0.1 U of enzyme or enzyme combination in 0.05M ethilenediamine-
acetate buffer pH 7.0 in a final volume of 30 puL and degradation was performed for 12
h at 30°C in water bath. It was used 10 mM of CaCl, in heparinase degradations as a co-
factor for enzyme activity. The degradation products were submitted to paper
chromatography on Whatman nr. 1 using isobutyric acid/l M NHj 5:3 (v/v) for 24
hours. The products formed were detected by short wave UV lamp and silver nitrate

staining.

3. Results and Discussion

An optimized process for utilization of shrimp processing waste submitted to
autolysis was developed. It is suitable for recovery of multiple bioactive molecules,
with a large array of applications. Due to no inclusion of exogenous enzymes, the
process cost is greatly decreased, rendering it economically feasible for utilization in
large scale. Endogenous hydrolytic enzymes are found in food biological materials. The
midgut gland of penaeids is known to contain high proteolytic activity (Lemos et al.,

2000). Trypsin and chymotrypsin are the most abundant proteolytic enzymes in the
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midgut gland of shrimp, and are responsible for more than 60 percent of total protein
digestion in penaeids (Muhlia-Almazan et al., 2002). Shrimp head homogenate protease
activity was 6.76+0.8 mU min” mg'l, about twice higher than Alcalase® activity
(2.940.3 mU min"'mg™). Buarque et al. (2009a and 2009b) determined the proteolytic
activity in midgut gland extract from Farfantepenaeus paulensis and F. subtilis using
azocasein to be 6.49+0.2 mU min" mg” and 11.97+0.74 mU min"' mg”', respectively.
This information corroborates the efficacy of shrimp endogenous enzymes in
hydrolyzing tissues, releasing peptides and amino acids. Other enzymes present in
hepatopancreas, however, can be involved with hydrolysate composition like amylases

(Le Chevalier & Van Wormhoudt, 1998) and lipases (Gamboa-Delgado et al., 2003).

Several methods are avaiable for the recovery of chemical components from
crustacean processing wastes. These methods are used to obtain protein hydrolysates,
protein concentrate, carotenoids, chitin and calcium compound from shrimps, crabs,
krill and lobster head waste and carapace (Peniston & Johnson, 1980; Meyers & Chen,
1985; Mikalsen & Mikalsen, 1993; Kagan & Braun, 2004). Nevertheless, these well
stabilished processes utilize crustacen waste for recovering some compounds by
homogenizign and cooking these materials. Gildberg & Stenberg (2001) developed a
process in which shrimp heads are hydrolysed by a commercial protease to obtain
protein hydrolysate, chitin and carotenoids with improved efficacy. Tissues submitted to
hydrolysis yield products with different properties and facilite the extraction of
compounds with more desirable physico-chemical characteristics and smaller amounts
of chemical contaminants (Synowiecki and Al-Khateeb, 2000; Mizani et al., 2004).

Thus, hydrolysis with endogenous enzymes enables not only the pruduction of high
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quality compounds, which are easily recovered through the process, but also renders it

more economically viable.

Figure 1 displays the flow chart of the process to obtain protein hydrolysate and
to recover chitin, carotenoids and glycosaminoglycans from shrimp processing waste,
besides calcium and protein concentrate from chitin purification. The first step was
grinding the waste and allowing autolysis for 2 h at 40° C followed of enzyme
inactivation by heating the mixture for 10 min at 100°C. The solid phase (carapace) was
separated from the liquid phase by using gauze. The washings of carapace yielded a
precipitate that was rich of protein (Concentrate I). Chitin was obtained after the washed
carapace be demineralized, deproteinized and bleached. Chitosan was synthesized by
deacetylation of chitin. The liquid phase was centrifuged yielding a supernatant with a
high content of protein (protein hydrolysate) and a precipitate composed by a complex
mixture of protein, lipid and liposoluble compounds, like carotenoids (caroteneprotein).
From this precipitate carotenoids were extracted with ethanol. After this step, it was
obtained a residual insoluble mass that GAGs were obtained after this material was
submitted to a new proteolysis (Maxatase). At the end of the process it was obtained the
following products: protein hydrolysate, 1.46 L (9% solution), ethanolic extract (lipid

concentrate) with 43.71 g and carapace content was 53.3 g.

According to Leal et al. (2009) lyophilized L. vannamei head hydrolysate is
composed by 43.63 percent protein with high content of essential amino acids (41.2
percent amino acids profile). Shrimp head waste is rich in protein (50-65 percent dry
weight) and provide essential amino acids when used as a protein source in aqua feeds,

as well in livestock and poultry diets (Mizani et al., 2005). Cao et al. (2009) prepared
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protein hydrolysates from L. vannamei heads by autolysis that can be used as functional
food ingredient or flavour enhancer. Endogenous shrimp head enzymes had a strong
autolysis capacity for releasing threonine, serine, valine, isoleucine, tyrosine, histidine
and tryptophan. Cavalheiro et al. (2007) and Leal et al. (2009) formulated feeds for Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) as a replacement for fish meal with shrimp head silage
powder and autolysate, respectively, with no adverse effects on growth and nutrients

utilization.

After enzymatic autolysis the solubilized tissues form the liquid hydrolysate
(supernatant) and the pigmented sediment is composed mainly by carotene-protein
complex. Carotenoids and carotene-protein are responsible for the various colors of
crustacean (Stainislaw and Britton, 2001). These compounds can be used in feed for
pigmentation of salmon flesh and it is also being recognized for its vitamin-like
qualities. Solvent extraction is tradicionally used for carotenoid production from natural

sources, mainly with organic solvents (Babu et al., 2008).

The total carotenoid in the concentrated ethanolic extract was 194.52 mg per kg
of heads, of which 111.96 mg were unidentified carotenoids and 82.56 mg astaxanthin.
Sachindra et al. (2006) optimized the method for extraction of carotenoids from non-
hydrolyzed shrimp waste with different organic solvents. The maximum yield of
carotenoids from Penaeus indicus was 43.9 mg per kg of waste using a mixture of
isopropyl alcohol and hexane, and only 31.9 mg per kg of waste with ethanol. For
commercial purposes, treatment of biological material such as krill, shrimp or crawfish
waste with enzymes (e.g. chitinase or protease) has been used to digest the hard shells

allowing a more efficient release of astaxanthin and its derivatives through extraction
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with oil or organic solvents (Schiedt & Liaaen-Jensen, 1995). Proteolytic hydrolysis is

associated with an optimized extraction of carotenoid content (Cano-Lopez et al., 1987).

Crude chitin represented an amount of 53.5 g per kg of waste (wet weight basis),
and purified chitin and chitosan accounted for about 25.0 g and 17.0 g, respectively.
This represents 25.92 percent of crude chitin, 12.16 percent of purified chitin and 8.26
percent recovered as chitosan in shrimp heads as a dry weight basis. Mizani et al. (2005)
found about 88.0 g.kg" of chitin for the shrimp Penaeus semisulcatus head waste.
During shell demineralisation and deproteinization the solubilized protein and calcium
carbonate can be recovered as protein concentrate and Ca®* (Figure 1), respectively, as
head solid waste contains about 30-35 percent of protein, whereas calcium carbonate
and chitin represents the other major fractions (Peniston & Johnson, 1980; Coward-

Kelly et al., 2006).

The production of chitin and chitosan is based on the treatment of crustacean
carapace. In the shrimp exoskeleton, chitin is intimately associated with proteins; hence
the importance of the deproteinization step in the extraction process (Teng et al., 2001).
Chitin is an abundant natural structural amino polysaccharide, composed of 2-
acetamido-2-deoxy-f D-glucose through B (—) linkage. This polysaccharide is white,
hard, inelastic, presenting low solubility, immunogenicity and chemical reactivity, like

cellulose (Kumar, 2000).

Chitosan is a poly 2-amino-2-deoxy-B-D-glucose constituted of B (1—4)
linkages. Commercially, chitosan is obtained by the alkaline deacetylation of chitin
from shrimp and crab shells. When the degree of deacetylation of chitin reaches about

50 percent, it becomes soluble in aqueous acidic media and is called chitosan. The
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solubilization occurs by the protonation of the NH, function on the C-2 position of the
D-glucosamine repeat unit, whereby the polysaccharide is converted in a
polyelectrolyte. Chitosan is the only known pseudonatural cationic polymer, thus there
can be found many applications that follow from its unique character (Rinaudo, 2006),
such as in wastewater treatment, food industry, medicine, agriculture, cosmetics and

biotechnology (Sahoo et al., 2009).

C NMR chitosan spectrum is showed in Figure 2 for chitosans submitted to
one and two deacetylations cycles. The deacetylation process is evident, as the peak
178.8 disappears while 23.3 slightly decreases, representing C=0 and CHj3 of the acetyl
group, respectively, indicating that deacetylation occurred. The other peaks correspond
to C1 (6100.1 and 100.5), C2 (858.8 and 57.2), C3/C5 (672.8 and 71.6) (C3 and C5
peaks appear as an only signal), C4 (678.7 and 78.4) and C6 (663.2 and 61.1). The
absence of other peaks suggests that the samples are free of impurities (Paulino et al.,

20006).

Chitin and chitosan FT-IR are shown in Figure 3 and followed the characteristic
profile described in the literature (Ravindra et al., 1998; Duarte et al., 2001; Paulino et
al., 2006). The bands 1661 to 1671 cm’! are attributed to the vibrations of the amide I
band and corresponds to the amide I stretching of C=0. The bands observed at 3474 and
3434 cm™ correspond to the vibrational stretching of the hydroxyl groups. The band at
1345 cm™ corresponds to a CO-NH deformation and to the CH, group (amide IIT), due
to the formation of CO-NH group. The sharp band at 1377 cm™ corresponds to a

symmetrical deformation of the CH; group, and at 1557 cm™ corresponds to the
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stretching or N-H deformation of amine II and bands of polysaccharide structures at

890 to 1156 cm’™".

For chitosan, the band at 1590 cm’ has a larger intensity than at 1655 cm’l,
which suggests effective deacetylation (Figure 4). When chitin deacetylation occurs, the
band observed at 1655 cm’! decreases, while a growth at 1590 cm’! occurs, indicating
the prevalence of NH; groups. The band from 1500 to 1700 cm™ is stressed, indicating
that there was an intensification of the peak at 1590 and a decrease at 1655 cm'l, that
suggesting the occurrence of deacetylation. Purified chitosan two times deacetylated
presents an intensification of the peak at 1590 cm™, indicating the deacetylation

efficiency (Paulino et al., 2006).

Brugnerotto et al. (2001) developed a method to measure the degree of
deacetylation in chitin and chitosan using FT-IR in a selected ratio of absorbance bands,
calibrated using 'H liquid and C CP MAS solid state NMR as absolute techniques.
The absorption ratio Aj320/A1420 gived the narrower experimental error independent of
the technique and state of the material. Figure 4 shows the difference between chitosans
in FT-IR and Aj30/Ajaporatios. The degree of deacetylation is one of the most important
properties of chitosan, as it influences the solubility (also depends of molecular weight)
and reactivity, especially in comparison with chitin and cellulose (Gupta & Jabrail,
2006). Potentiometric titration is a simple method, in which chitosan is dissolved in
hydrochloride acid and the solution is then titrated potentiometrically with sodium
hydroxide. The difference between the two inflexion points along the abscissa
corresponds to the amount of acid required to protonate the amine groups of chitosan.

Jiang et al. (2003) demonstrated a formula for determination of deacetylation degree.
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However, this method is limited to total soluble substances and has low accuracy.
Elemental analysis can be used with samples in solid state, but accuracy is even lower
and only works with pure forms. A comparison between deacetylation degrees

measured by diferents methods is presented in Table 1.

The glycosaminoglycan content in sediment after hydrolysate centrifugation was
measured by densitometry in dried agarose PDA buffer was 23.32 pg per kg of waste.
Fractions purified from the glycosaminoglycan extract by acetone precipitation were

submitted to electrophoresis in agarose gel with different buffer systems (Figure 5).

PDA 0.05 M pH 9.0 buffer discriminates glycosaminoglycans by structure
positions of sulfate groups interaction with the diamine (chondroitin and dermatan
sulfate have equal charge density but different structure, consequently different
migration length). This buffer separates chondroitin sulfate from dermatan sulfate,
heparan sulfate and heparin. The 0.04 M barium acetate pH 4.0/ 0.05 M
diaminopropane acetate pH 9.0 discontinuous buffer separates heparin from heparan
sulfate, dermatan sulfate and chondroitin sulfate. 0.06 M Tris acetate buffer pH 8.0
separates the glycosaminoglycans as a function of charge, thus, heparin has the highest

migration rate in this system (Medeiros et al., 2000).

The glycosaminoglycans showed similar electrophoretic migrations to the
mammalian glycosaminoglycan standards (chondroirin sulfate, dermatan sulfate and
heparan sulfate), and all of them stained metacromatically with toluidine blue. In the
discontinous  system  barium-diaminopropane  three  fractions showed a

glycosaminoglycan that migrates like the slow movement component of heparin.
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The presence of sulfated glycosaminoglycans in some invertebrates has been
reported (Nader et al., 1999a; Medeiros et al., 2000). These studies had shown that
heparan sulfate-like and heparin-like compounds are present in many species. The
ubiquitous presence of heparan sulfate in all tissue-organized life forms and its
structural variability has been reported in various species and its structural variability is
known to be tissue dependent (Chavante et al., 2000; Nader et al., 2004). This can lead
to the speculation that these compounds may be involved in cell-cell recognition and
growth control (Medeiros et al., 2000). Cassaro and Dietrich (1977) reported that the
emergence of sulfated glycosaminoglycans in animmalia corresponds to the emergence
in tissue-organized life forms, what suggests that they might be involved in cell

differentiation, adhesiveness, recognition and possible morphology.

The degradation of fractions F0O.8 and F1.0 are shown in Figure 6. These
fractions were extensively degraded by heparitinase II and by heparitinase I with lower
specificity. Heparitinase II is a glycosaminoglycan lyase from Flavobacterium
heparinum that acts upon heparan sulfate producing the four main types of
disaccharides present in this molecule. However, the yield of AU-GlcNac is much lower
than that obtained by action of heparitinase 1. Only the combination of the two
heparitinases degrades completely the heparan sulfate. The heparitinase II also acts
upon the tetrasaccharides formed from heparin by heparinase to the corresponding
disaccharides. Heparitinase II has a broad specificity acting preferentially upon C-6
sulfated glucosamidino-glucuronic acid linkages (Nader et al., 1999b). This data suggest
that one of the major glycosaminoglycan extracted from the shrimp sediment is an

heparan sulfate with high degree of sulfatation on C-6.
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Dietrich et al. (1999) described a sulfated glycosaminoglycan isolated from
Peneus brasiliensis head waste with anticoagulant activity and susceptible to heparinase
and heparitinase II, similar to mammalian heparins. Despite the lack of coagulation
blood system similar to the mammals and other vertebrates, this crustacean presents
compounds that act specifically upon the proteins of the blood coagulation system.
Chavante et al. (2000) described a novel heparan sulfate from the brine shrimp Artemia
franciscana with structural features between heparan sulfate and heparin. Brito et al.
(2008) isolated a glycosaminoglycan heparin-like from Lifopenaeus vannamei non
hydrolysed head waste with anti-inflamatory activity and reduced anti-coagulant
properties. The absence of hemorrhagic activity in this compound makes it a better
alternative than mammalian heparin for a possible anti-inflammatory drug. Besides,
products from mammalian origin have risk of contamination for pathogens, like a
prions. The use of these biomaterials represents new approaches for applications in

biotechnological, biomedical and pharmaceutics areas.

Many enzymatic processes are unsuitable for industrial porposes because the
high cost of enzymes. The present process carried out in pilot scale can be used for
larger amounts of materil like in industry reactor. The costs for heating, stirring and

reactives are economically sustaintable by the high value added products obtained.

4. Conclusions

A new process for utilization of shrimp waste is proposed for isolation of high
quality bioactive molecules. Protein hydrolysate and carotenoids can be used for
formulation not only of animal feed but also in human food and cosmetic compositions.

Moreover, additional protein can be recovered from shell deproteinization as a protein
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concentrate during chitin purification. Chitosans with different degree of deacetylation
were obtained and glycosaminoglycans present in shrimp autolysis sediment were
obtained. Published data suggests that these natural polysaccharides have great potential

for a large array of application in biomedicine and pharmaceutics.
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Figure Captions

Figure 1: Scheme for utilization of shrimp head waste for recovery of biomolecules.
Figure 2: °C NMR acquisitions of chitosan one fold and two fold deacetyled, using
50% (w/v) NaOH at 65°C for 20 h. Carbons peaks are represented for the atoms present
in the N-(acetyl)-glucosamine structure. Peak 178.8 disappears while 23.3 slightly
decreases, representing C=0 and CHj of the acetyl group respectively, indicating that

deacetylation occurred.
Figure 3: FT-IR of chitin (1) and chitosan (2).

Figure 4: FT-IR of chitosan 1 fold deacetyled (1), 2 fold deacetyled (2) and purified

chitosan (3).

Figure 5: Electrophoresis of glycosaminoglycans extracted from shrimp waste. A-
Propilene diamine acetate (PDA) buffer 0.05 M pH 9.0; B-Tris acetate 0.05 M pH 8.0;

C-Discontinous barium acetate 0.04 M pH 4.0/PDA buffer.

Figure 6: Paper chromatography analysis of the products formed through action of
heparitinases I and II, heparinase, chondroitinases AC and ABC and mixture of
enzymes in 1,2-diaminoethane acetate pH 7.0 in a final volume of 30 uL for 18 h at
30°C. Aliquots (20 puL) of the incubation mixtures were applied to Whatman No. 1
paper and subjected to descending chromatography in isobutyric acid:1 M NHj3, 5:3, v/v
for 36 h. The products were identified after silver nitrate staining. AU,2S-GIcNS,6S, O-
(4-deoxy-hex-4-enopyranosyluronic acid 2-sulfate)-(1—4)-2-sulfamino-D-glucose 6-
sulfate; AU-GIcNS,6S, 0O-(4-deoxy-hex-4- enopyranosyluronic acid)-(1—4)-2-

sulfamino-D-glucose 6-sulfate ; AUGIcNS, O-(4-deoxy-hex-4-enopyranosyluronic
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acid)-(1—4)-2-sulfamino-D-glucose; AU-GIcNAC,6S, O-(4-deoxy-hex-4-
enopyranosyluronic acid)-(1— 4)-2-acetamido-D-glucose 6-sulfate; AU-GIcNAc, O-(4-

deoxy-hex-4-enopyranosyluronic acid)-(1— 4)-2-acetamido-D-glucose.
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Tables

Table 1:Yield of all compounds isolated from 1.0 kg of shrimp head waste (205.5 g dwb)

Products Yield Properties Application
(dwb*)

Hydrolysate” 456 g High protein quality and Animal feed
sugar content, source of supplementation,
essential amino acids substitution for fish protein

and feed flavour

Carotenoids 194.52 mg  Natural pigments, Pro- Fish flesh pigmentation and
vitamin A activity feed suplementation;

Astaxanthin 82.56 mg Antioxidant, antitumor Anticancer

Chitin’ 250¢g N-acetylglucosamine, Lectin affinity
insoluble, bidegradable, chromatography, biosensor,
nontoxic, physiological enzyme and cell
inertness, affinity to immobilization, films,
proteins, wound dressing material.

Chitosan’ 170 g Cationic, acid soluble, non Food coating, Removal of
toxic, bidegradable, metal ions, binds lipids,
biocompatible, renewable, antitumoral, hemostatic ,
film forming, hydrating anticoagulant, bacteriostatic,
agent, nontoxic, surgical sutures, artificial
antimicrobial, wound skin, rebuilding of bone,
healing properties, controlled drug delivery,
hydrolyszed by lysozyme, encapsulating material.
complexes with metals.

Glycosaminoglycans 23.32 ug Heparan sulfate-like and New anticoagulant,
heparin-like, anticoagulant,  antinflamatory, anti
antithrombotic, cofactor II hemorrhagic drugs
activity

*Dry weight basis

'Weight of shrimp head from 1 kg wet weight

2Dry matter from a 3% solution

*Obtained from 53.3 g of carapace.
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Table 2: Comparsion of calculated degree of deacetylation using diferent methods (%)

Chitosan 1X 66.89 53 60
Chitosan 2X 79.61 69 69
Purified Chitosan 77.44 72 80
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Figures

Figure 1
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho descrevem um novo método para obtencdo de
biomoléculas de cabecas de camardo. Um hidrolisado protéico com alto conteido de
proteinas e aminodcidos esséncias foi obtido, que pode ser aplicado na substituicdo de
farinha animal em formula¢des e como flavour de racdes e alto conteido de
carotendides como a astaxantina podem também ser recuperados. Quitina e quitosana
foram obtidas com sucesso em etapas simples que podem representar uma economia
adicional na producdo destas biomoléculas. Glicosaminoglicanos sulfatados extraidos
mostraram caracteristicas similares ao de mamifero. Mais estudos sdo necessérios para a
verificacdo das propriedades bioldgicas e possiveis aplicacdes. Proteina adicional e

célcio na forma de CaCO; podem ser recuperados a partir do tratamento das carapagas.
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6. ANEXOS
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