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RESUMO

Os carotendides consistem de uma das classes de pigmentos organicos mais
abundantes na natureza. Eles estdo presentes em organismos fotossintéticos, em fungos,
bactérias, algas e em todas as classes de animais, desde os protozodrios até os homens.
Incluem um grupo de substincias que possuem diferentes propriedades biolégicas como
fortalecer o sistema imunoldgico, reduzir o risco do desenvolvimento de doencgas
degenerativas, estimular comunicacao celular. O trabalho propde um processo de extragao
destes pigmentos de residuos (cabecas) do camardo Litopenaeus vannamei, através de
hidrdlise proteolitica. Foi realizada autélise em vez da utilizacdo da protease comercial,
Alcalase®. Previamente, foi estabelecido que a atividade enzimética do extrato bruto de
camardo utilizando azocaseina 1% (p/v) foi duas vezes maior que com Alcalase® 0,5%
(p/v). As cabecas de camardo foram homogeneizadas em &4gua destilada (1:1, p/v) e
incubadas durante 2h a 40°C (autdlise). Posteriormente, a temperatura foi elevada para
100°C durante 10 min e o homogeneizado centrifugado a 10.000 x g durante 10 min. Os
carotendides foram recuperados do precipitado através de extracdo com etanol 90% como
demonstrado através de espectrofotometro (470nm). Nao houve diferenga significativa no
conteddo de carotendides extraidos através desse processo comparado com aquele em que
foi utilizando Alcalase®. Astaxantina foi encontrada como sendo o carotenéide de maior
ocorréncia no extrato etandlico, sendo confirmado através dos métodos de TLC, HPLC e

métodos espectroscopicos (UV-visivel).
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ABSTRACT

Carotenoids consist of the most abundant class of organic pigments in nature. They
are present in the photosynthetic organisms, fungi, bacteria, algae and in all classes of
animals from protozoa to human. They include an array of substances that present different
biological properties such as enhancing immune functions; reduce the risk of developing
degenerative diseases and stimulating gap junctions inter cellular communications. Shrimp
waste is one of the most important natural sources of carotenoid. Here, it is proposed an
alternative procedure to extract them by proteolytic hydrolysis from the waste (heads) of
the shrimp Litopenaeus vannamei. Proteases of the animal themselves were used instead of
commercially available protease Alcalase®. Previously, it was established that the
enzymatic activity of the shrimp crude extract on azocasein was twice higher than that of
the Alcalase®. The shrimp heads were minced with distilled water (1:1 w/v) and incubated
at 40°C for 2h (autolysis). Then, the temperature was increased to 100°C for 10 min and
centrifuged at 10.000 x g for 10 min. Carotenoids were recovered by 90% ethanol
extraction from the precipitate as demonstrated by spectrophotometry (470nm). There was
no difference in the amount of carotenoids extracted by this procedure compared with that
employing Alcalase®. Astaxanthin was found to be the major carotenoid in the ethanol
extract of Litopenaeus vannamei which was confirmed by chromatographic methods TLC,

HPLC  and  spectroscopic  methods using UV -  visible  analysis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Producao de Camario

Os camardes marinhos formam um grande grupo composto de aproximadamente
2.500 espécies catalogadas até o momento. Contudo, somente cerca de 340 espécies até
hoje conhecidas sdo importantes em nivel comercial. Na familia Penaeidae sdo encontradas
as espécies mais relevantes para o cultivo em cativeiro, devido a sua capacidade de
adaptagdo as diversas condi¢des ambientais e de cultivo, excelentes taxas de crescimento,
conversdo alimentar e eficiéncia digestiva. Dentre as espécies mais relevantes estdo os
camardes Penaeus monodon, Fenneropenaeus chinensis e Litopenaeus vannamei
(CARVALHO, 2004). No Brasil, predomina o cultivo semi-intensivo e intensivo do
camardo branco L. vannamei, espécie exdtica com capacidade de adaptacdo as mais
variadas condi¢des de cultivo, o que contribuiu para elevi-la a condicdo de principal
espécie da carcinicultura brasileira (EMBRAPA, 2006).

Na primeira metade dos anos 90, as fazendas adotaram o cultivo do camardo L.
vannamei, obtendo indices de produtividade e rentabilidade superiores aos das espécies
nativas. As validacodes tecnoldgicas foram intensificadas no processo de adaptacdo do L.
vannamei e a partir de 1995/1996, ficou demonstrada a viabilidade comercial de sua
producdo no pais.

No nordeste do Brasil, o cultivo comercial do camardo (Litopenaeus vannamei)
aumentou muito rdpido nas udltimas décadas. A producdo, que em 1999 foi de 15.000t,

aumentou para 90.190t em 2003 (MELO, 2005). Os anos de 2004 e 2005 foram marcados
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por uma reducdo significativa da producao nacional, associada principalmente a ocorréncia
de doengas virais como a Mionecrose Infecciosa (ou INMV da sigla em inglés), a Mancha
Branca (WSSV da sigla em inglés) e a Sindrome do Nanismo Deformativo (IHHNV da
sigla em inglés), e a ndo-virais, como a Hepatopancreatite Necrosante (NHP da sigla em
inglés) e a infestacdo por gregarina (NUNES, 2005). O censo de 2004 publicado pela
Associacdo Brasileira de Criadores de Camardao — ABCC — aponta para uma producio de
75.904 toneladas, uma reducdo de 15,84% em relacdo ao ano de 2003 (RODRIGUES,
2005).

Segundo a ABCC (2006) o Nordeste, com seus 3.300 km de litoral, é responsdvel
por 93% de todo o camardo produzido no Brasil (Tabela 1). Entre os maiores produtores
estdo o Rio Grande do Norte e o Ceard. Pernambuco € responsavel por 6% de todo o

camardo produzido no Brasil com uma producdo de 4.531t.

Tabela 1. Participacdo da Carcinicultura Brasileira por Regiao em 2004.

Estad PEQUENO MEDIO GRANDE TOTAL
stado N¢ Area | Producdo I\ Area Produgdo N Area Produgdo N¢ Area Produgdo

RN 280 972 4.250 82 1.824 8.861 19 3.485 17.896 381 6.281 30.807
CE 119 604 3.502 58 1.439 7.493 14 1.761 8.410 191 3.804 19.405
PE 88 110 468 7 131 763 3 867 3.300 98 1.108 4.531
PB 59 170 739 7 164 850 2 296 1.374 68 630 2.963
BA 33 137 285 12 233 480 6 1.480 6.812 51 1.850 7.577
SC 48 276 958 45 953 2.909 2 132 400 95 1.361 6.267
SE 58 190 757 10 224 1.036 1 100 750 69 514 2.543
MA 4 17 76 3 63 304 0 0 0 7 85 226
ES 12 103 370 0 0 0 0 0 0 12 103 370
PA 3 11 32 2 27 210 0 0 0 5 38 242
PR 0 0 0 1 49 310 0 0 0 1 49 310
RS 0 0 0 1 8 20 0 0 0 1 8 20
AL 1 3 10 1 13 92 0 0 0 2 16 102
PI 7 42 114 4 86 202 5 623 2.225 16 751 2.541
TOTAL 712 2.635 11.561 233 5.214 5214 52 8.744 41.167 997 16.598 75.904
Part. Rel. % 71,41 15,88 15,23 23,37 31,41 30,74 5,22 52,68 54,24 100,00 100,00 100,00

Fonte: ABCC (2006).
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1.2. Residuo do processamento de camaroes como potencial fonte de carotendides

A producdo total de camardes marinhos no Brasil em 2003 foi de 117.247¢, das
quais 90.190t foram provenientes da aqiiicultura e 27.057t da pesca extrativa (FAO, 2006).
Segundo MADRID (2005), do total cultivado, apenas 64,76% foi exportada para a Europa
(37.965t de camarao inteiro) e Estados Unidos (20.443t de camardo descabecgado).

Durante o processamento, geralmente sdo removidas a cabeca, as cascas e a
extremidade da cauda. Estes subprodutos correspondem a, aproximadamente, 50% do peso
total do camardo, o que torna importante sua utilizacdo, do ponto de vista econdmico e
industrial (ISLAMA et al., 2004). Considerando esse percentual, somente a carcinicultura
nacional gerou em 2003 cerca de 26.000 toneladas de cabecas e cascas.

No Brasil, a sobra do processamento de crusticeos € muitas vezes jogada as
margens de rios e praias, acarretando um grande problema de polui¢do nestes locais
(HOSANG, 2001). Claramente, as indudstrias de processamento produzem uma carga
pesada de residuos que s@ao compostos por uma mistura complexa de substincias bioativas
incluindo, musculos de camario e peixe, carapagas e escamas, proteinas soldveis, gorduras
e Oleos, matéria organica parcialmente decomposta, diferentes substancias quimicas,
nutrientes inorganicos, particularmente nitrogénio e fosforo, entre muitos outros. A maioria
destes residuos gerados é despejada através de canais de descarga localizados proximo as
aguas costeiras, tornando-se um perigo potencial para o meio ambiente. Geralmente, a
poluicdo excede a capacidade de assimilacdo das 4guas costeiras, gerando um sistema
eutréfico ISLAMA et al., 2004).

Estudos tém sido realizados no sentido da caracterizacao dos produtos processados,

assim como as diferentes formas possiveis da utilizacdo de subprodutos do processamento
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de peixes e camardo (CANO-LOPEZ et al., 1987; SIMPSON et al., 1998; GILGERG e
STENBERG, 2001; CEJAS et al., 2003; STEPNOWSKI et al., 2004; BEZERRA et al.,
2005).

Nas dltimas duas décadas, mais de 6000 componentes aromadticos volateis
compostos por aldeidos, cetonas, dlcoois, componentes contendo N- e S-, furanos, etc., t€m
sido isolados de crustidceos e de uma série de outras espécies, sendo desenvolvidos para
serem empregados como aromatizantes de alimentos. Esta tendéncia esta relacionada a
preferéncia dos consumidores por produtos naturais, em contrapartida aos compostos
sintéticos que podem exibir em um grau maior alguma toxidade ou causar algum dano a
saide (SIMPSON et al., 1998).

O residuo de camardao é umas das importantes fontes de carotendides naturais
podendo ser uma boa alternativa para carotendides sintéticos, pois além da sua
disponibilidade os carotendides naturais possuem uma maior absorcdo relacionado aos
sintéticos (SAHINDRA ¢ MAENDRAKAR, 2004). Virios trabalhos t€m sido realizados
sobre a ocorréncia e significncia de carotendides em camardes e lagostas (SACHINDRA
et al. 2005). Considerando o valor potencial destes pigmentos, recentemente foi estudada a

caracterizacdo de carotendides em Streptocephalus dichotomu e Moina micuras (VELU et

al. 2003).

1.3. Caracteristicas quimicas dos carotendides

Carotendides representam uma familia de componentes naturais liposoliveis que
também podem ser esterificados ou complexados com proteinas (SU et al., 2002). Os

carotendides constituem o grupo de pigmentos organicos mais espalhados na natureza,
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existindo nos organismos fotossintéticos, nos fungos, algas e bactérias, bem como em todos
os grupos de animais, desde os protozodrios até o homem (VILLELA, 1976).

Os carotendides s@o unicamente sintetizados “de novo” pelos vegetais e protistas
onde sdo acumulados ou oxidados. Animais superiores ndo sdo bioquimicamente capazes
de sintetizar carotendides, mas eles podem acumular e/ou converter precursores obtidos
através das dietas (FONTANA et al. 2000). O B-caroteno é convertido em vitamina A, que
ndo € sintetizada pelos animais, dai a enorme importancia desse carotendide para nutri¢ao
animal (VILLELA, 1976).

Mais de 600 variantes estruturais foram reportadas e caracterizadas em bactérias,
algas, fungos e plantas superiores (FONTANA et al., 2000). Segundo HONSANG (2001),
a maioria destes pigmentos possui C4o, ou seja, sdo tetraterpenos, aciclicos ou aliciclicos,
formados por oito unidades isoprendides (Cs) unidos pela ligagdo cabega-cauda, exceto na
posicdo central, onde a ligacdo € do tipo cauda-cauda, produzindo uma estrutura simétrica
com reversao do plano de simetria no centro da molécula.

Este esqueleto bdsico pode ser modificado de varias maneiras, através de
hidrogenagdo, dehidrogenacgdo, ciclizacdo, migracdo de dupla ligacdo, encurtamento ou
extensdo da cadeia, rearranjo, isomerizacdo, introducdo de substituintes ou combinagdo
destes processos resultando em uma enorme diversidade de estruturas. A maioria possui
uma estrutura central C;g, constituida por sete ligacdes duplas conjugadas. Os dois grupos
ligados nas extremidades podem ser iguais, como em B-caroteno, ou diferentes, como na
luteina (WEEDON, 1976).

Os carotendides podem ser subdivididos em dois grupos principais:
hidrocarbonetos, os quais sdo chamados de carotenos, e os oxicarotendides, que contém

oxigénio além de carbono e hidrogénio, chamados de xantofilas. (DAVIES, 1976). Os



Santos, S.D. Extra¢do de pigmentos...

substituintes oxigenados mais comuns sdo os grupos hidroxilicos e epéxidos. Sdo também
encontrados grupos aldeidicos (CHO), cetonico (C=0), carboxi (CO,H), carboximetoxi
(CO,Me) e metoxi (OMe) (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).

Ja os epoxicarotendides sdo produtos iniciais da degradacdo de carotendides,
facilmente formados durante extracdo, isolamento e outras etapas de andlise. Os
apocarotendides sdo os carotendides que apresentam cadeia mais curta. A exemplo dos
epoxicarotendides, os apocarotendides sdo também considerados produtos iniciais da
degradacao dos carotendides (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; ANDRADE, 2003).

As primeiras publicagdes envolvendo pigmentos de ocorréncia natural conhecidos
hoje como carotendides surgiram no inicio do século XIX. Em 1987 o niimero de estruturas
basicas de carotendides determinados atingiram 450. J4 em 1993 o nimero de estruturas
basicas de carotendides passou de 600, este avango pode ser atribuido ndo somente pelo
crescente interesse pelos carotendides, mas principalmente aos progressos dos
procedimentos cromatogrificos e dos métodos espectroscopicos (EUGSTER, 1995).
Carotendides comuns possuem nomes triviais bem-estabelecidos, mas também existe a
nomenclatura semi-sistemética recomendada pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC da sigla em inglés), que descreve todas as estruturas pelo uso de sete
diferentes grupos terminais (B,Y,&,k,®@,x e ). Os grupos terminais da cadeia poli€nica
completamente insaturada e totalmente trans sdo usados para formar os nomes raizes do
caroteno Cy49, por exemplo, B-caroteno, B,B-caroteno, Licopeno ,y-caroteno (Tabela 2)

(ANDRADE, 2003).
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Tabela 2. Nomes triviais e sistematicos de determinados carotendides de acordo com

BRAMLEY e MACKENZIE apud ANDRADE (2003).

Nome Trivial Nome sistematico

Anteraxantina 5,6-epoxi-5,6-dihidro-f3,p -caroteno-3,3’-diol

Astaxantina 3,3’-dihidroxi-B, -caroteno-4,4’-dione

Auroxantina 58,5°.8 -diepoxi-5,8,5’,8’-tetrahidro-f3,p -caroteno-3,3’-diol
Cantaxantina B,B-caroteno-4,4’-diona

-Caroteno B,p-caroteno

Licopeno Y-W¥-caroteno

Zeaxantina B,p -caroteno-3,3’-diol

A cor dos carotendides é proveniente de um croméforo constituido de uma cadeia
de duplas ligagdes conjugadas responsdveis pela sua habilidade em absorver luz na regiao
visivel. Pelo menos sete duplas ligagdes conjugadas sdo necessdrias para que um
carotendide seja colorido, como no caso de { - caroteno, que € amarelo palido. Fitoeno e
fitoflueno, com trés e cinco duplas ligacdes conjugadas, respectivamente, nao possuem cor
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; ANDRADE, 2003).

Quando o sistema conjugado € estendido, a cor também se intensifica; por exemplo,
o licopeno, com 11 duplas liga¢gdes conjugadas, € vermelho. A ciclizacdo coloca as duplas
ligacdes, que se encontram dentro dos anéis, fora do plano da cadeia poliénica.
Conseqiientemente, o Y-caroteno com uma dupla ligacdo conjugada localizada no anel €
vermelho (ou laranja escuro), enquanto que o B-caroteno, com duas destas ligacdes em
anéis € laranja, embora ambos tenham 11 duplas ligagdes conjugadas, como o licopeno

(ANDRADE, 2003).
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A cadeia poli€nica, responsavel pelas propriedades especiais e desejaveis dos
carotendides é também causa da sua instabilidade, ou seja, susceptibilidade a isomerizagdao

e oxidacdo (Figura 1).

! r ans—!!! I !l! !l!!! l

A

EPOXICAROTENOIDES
APOCAROTENOIDES

COMPOSTOS DE BAIXO
PESO MOLECULAR

Figura 1. Esquema demonstrativo da degradacdo de carotendides. (RODRIGUEZ-

AMAYA, 1997).

As condi¢des que conduzem a isomerizagcdo e oxidacdo existem durante preparo
doméstico, processamento industrial e, principalmente estocagem de alimentos. Calor, luz e
acidos promovem a isomerizacdo de carotendides frams, a sua configuracdo usual na
natureza, para forma cis, com ligeira perda de cor e atividade bioldgica. A oxidagdo,
principal causa da degradacao de carotendides, depende da disponibilidade de oxigénio, do
tipo de carotendide presente e do seu estado fisico. Este evento também € estimulado por
luz, calor, metais, enzimas e peréxidos e € inibido por antioxidantes.

Sendo lipofilicos, insoliveis em &4gua, capazes de ligar-se com superficies
hidrofébicas e soliveis de modo varidvel nos solventes organicos, os carotendides sdo

encontrados na natureza como solugdes oleosas, dispersdes coloidais ou complexados com
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proteinas; assim ocorrem tanto em meios lipidicos como em meios aquosos. Os
carotendides sdo, portanto, comercializados como suspensdes oleosas para alimentos a base
de 6leo, ou como emulsdes ou preparacdes coloidais dispersaveis em alimentos a base de
adgua. Nestas formulacdes, os carotendides sdo fisicamente estabilizados, embora
antioxidantes possam ser adicionados. As formula¢des comerciais de carotendides sdo de
dois tipos: extratos naturais e carotendides sintéticos idénticos aos naturais (VILLELA,

1976; ANDRADE, 2003).

1.4. Diversas aplicagoes dos carotendides

O mercado de carotendides é amplo e promissor, levando em consideracdo apenas
os utilizados como corantes alimentares e suplementos nutricionais representam uma média
de 100 milhdes toneladas por ano, com um faturamento global estimado em $935 milhdes
em 2005 (FRASER e BRAMLEY, 2004). Recentemente o setor que tem mais contribuido
para o desenvolvimento da indudstria e alimentos € o setor de enzimas, cujo mercado
mundial apresenta valor comercial superior a um bilhdo e délares anuais. Elas constituem o
grupo mais importante de metabdlitos microbianos e de diversificada utilizacdo na inddstria
de alimentos, prevendo-se para 2006 um valor no mercado internacional da ordem de US$

214 milhdes (LERAYER, 2006).

Durante os ultimos anos, tem existido um interesse consideravel em carotenodides
dietéticos, principalmente pelo seu potencial em aliviar doengas relacionadas com a idade
(FRASER e BRAMLEY, 2004). Outras atividades bioldgicas t€ém sido atribuidas mais
recentemente aos carotendides (Figura 2). Uma destacdvel € a sua funcdo bem conhecida

como precursor de vitamina A, fato que confere aos carotendides o status de estar entre os
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fitoquimicos mais bem citados como responsaveis pela reducdo do desenvolvimento de
doencas degenerativas como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, degeneragdao
macular, fortalecimento do sistema imunoldgico e protecdo contra queimaduras solares
(VELU et al. 2003, AZEVEDO-MELEIRO e RODRIGUEZ-AMAYA, 2004).

Esta hipétese € coerente com estudos examinando risco de doencas cronicas em
relacdo a consumo de carotendides dietéticos, os quais demonstraram que carotendides
possuem a capacidade de capturar ndo s6 apenas peroxidos de radicais lipidicos, mas
também espécies de oxigénio singleto (SU et al., 2002). Entretanto, é importante destacar
que podem ocorrer efeitos adversos com altas doses de carotenodides, talvez por causa do
seu efeito pré-oxidante. Isto foi observado em certos grupos de alto risco, particularmente
em ex-fumantes (FRASER e BRAMLEY, 2004). A Figura 3 resume as propriedades fisico-
quimicas dos carotenoides.

Os carotendides possuem também grande importancia para a aqiiicultura, fazendo
parte de dietas como um suplemento no alimento de peixes salmonideos (GILDBERG e
STENBERG, 2001) e em cultivos de peixes ornamentais como um determinante da sua
coloracdo. A pigmentacdo “natural” de salmdes cultivados pode ser adquirida
principalmente através da inclusdo de astaxantina sintética ou de astaxantina extraida de

crustaceos (GUILLOU et al., 1995).

10
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Carotenéides

Figura 2. Ac¢des bioldgicas atribuidas aos carotendides. Adaptacdo da figura editada por

RODRIGUEZ-AMAYA(1997).

' Carotenéides

Figura 3. Propriedades fisico-quimicas dos carotenéides RODRIGUEZ-AMAYA
(1997).

11
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1.5. Carotendides em crustaceos e carotenoproteinas

Em crusticeos os carotendides estdo presentes na forma de complexos protéicos
(carotenoproteinas), principalmente na carapaga, apéndices torécicos, sangue, olhos, ovos,
hepatopancreas e ovério (KUO et al. 1976). Assume-se que os carotendides em crustaceos
apresentam vérias funcdes relevantes no processo biolégico como reproducio, incubagdo,
crescimento e estabilidade de proteinas (NEGRE—SADARGUES et al., 2000). Astaxantina
tem sido citada como principal carotendide em alguns peixes como salmao e truta, bem
como na maioria dos crusticeos como camardes, lagostas e caranguejos (Figura 4). Os
intermedidrios na transformacdao de carotendides dietéticos, como equinenona e

cantaxantina sdo geralmente detectados em menor quantidade.

Via principal Duas moléculas
- . de retinol
|Chvagem enzimditica
B-ca]‘roteno
I I
. . CH, CH, CH, CH,
B-Criptoxantina Iso-Criptoxantina cooH
| \ V2 Y2 Y2 N
. I
Zeaxantina Equinenona Cantaxantina -
l . . . Acido retinélico
Cantaxantina Foenicoxantina
Adonixantina T
@ ? Retinoides
o
OH /

CH, Via secundaria

OH

ASTAXANTINA

Figura 4. Via de bioconversdo dos carotendides no camardo Penaeus, e via de conversado de

retinéis (NEGRE-SADARGUES et al., 2000).
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O hepatopancreas de espécies carnivoro-necréfagas como crusticeos € um 6rgao
marcadamente pigmentado. A ocorréncia de carotendides na epiderme recobrindo os olhos
estd associada a estocagem de pigmentos de origem da dieta, indicando uma func¢do
fisioldgica determinada (NEGRE—SADARGUES et al., 2000).

Crustacianinas sdo proteinas pigmentadas freqiientemente encontradas no
exoesqueleto de vérias espécies de crusticeos marinhos e a sua coloragcdo é proveniente do
carotendide astaxantina (STAINISLAW e BRITTON, 2001) (Figura 5). A complexagdo
deixa o carotendide mais estdvel e estende a cor ao azul, verde ou purpura. A cor cinza do
camardo L. vannamei indica a presenca deste composto. Com tratamento térmico, a
desnaturacdo da proteina libera a astaxantina e sua cor vermelha se revela (ANDRADE,
2003). Carotendides livres absorvem luz no comprimento de onda de 400-500nm e sdao
responsaveis por vdrias coloragdes naturais amarelas, laranjas e vermelhas (WEESIE et al,

1995).

Figura 5. Estrutura da B-crustacianina, com duas moléculas de astaxantina ligadas a

molécula protéica (ZAGALSKY, 2002).

13
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A crustacianina € constituida por 16 subunidades de proteinas de ~20 kDa, cada um
ligada a uma molécula de astaxantina. As subunidades sdo de dois tipos, conhecidas como
A e C, as quais se combinam em pares com duas moléculas de astaxantina para formar -
crustacianina (Amax. 580-590); oito destes sdo entdo associados em a-crustacianina native.
De acordo com as informagdes cristalograficas e da determinagdo estrutural da subunidade
A; (tipo C) ja existente, foi possivel confirmar a sua natureza lipocalina. O modelo foi
utilizados em troca moleculares para esclarecer a estrutura da B-crustacianina cristalizada

em Oleo (ZAGALSKY, 2002).

1.6. Extracao de Carotendides

Para uma andlise quantitativa de laboratério, € necessdrio utilizar materiais
bioldgicos frescos, pois a oxidacdo e a decomposi¢do enzimdtica de carotendides deverdao
ocorrer logo apds a coleta (SCHIERDT e LIAAEN-JENSEN, 1995). Caso contririo
deverdo ser armazenados abaixo de —10°C, até a sua utilizagdo (DAVIES, 1976). Como os
carotendides ocorrem em uma variedade de organismos vivos, nenhum método de extragdao
pode ser dito como completamente satisfatério como um padrdo para satisfazer todas as
necessidades (DAVIES, 1976). Sendo necessdrio um procedimento especifico para cada
variedade analisada.

Exceto no caso de alguns materiais secos, carotendides sdo geralmente extraidos de
amostras biolégicas com solventes organicos que podem ser misturados com dgua, mais
comumente acetona, metanol e etanol. A escolha do solvente depende do material

bioldgico, do seu pré-tratamento, da composi¢do de carotendides, e se o objetivo é de

14
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extragdo completa, parcial (SCHIEDT e LIAAEN-JENSEN, 1995) ou para fins
terapéuticos.

A extracdo eficiente dos carotendides requer o rompimento mecanico dos tecidos do
qual serd extraido. Em escala de laboratério, o procedimento wusual envolve
homogeneizacdo direta do tecido com um solvente em um agitador elétrico (para pequenas
amostras, a moagem do tecido em acetona com areia lavada pode ser usada). Em escala
comercial, o prolongamento do contato com o solvente sob agitacdo € um processo muitas
vezes usado (BRITTON, 1995).

O solvente para extragdo deve ser utilizado frio, pois o aumento da temperatura
pode danificar o pigmento. Apds a filtrag@o, os fragmentos sélidos sdo reextraidos duas ou
trés vezes com novo solvente até que toda a cor seja perdida. Para preparagdes comerciais
em larga escala, o extrato € diretamente concentrado em solventes (HOSANG, 2001).

Apds a extragdo, deve ser feita a remocdo de dgua ou solvente de extracdo,
indesejados para futuras andlises qualitativas e quantitativas. Quando a amostra € menor
que 2mL, contendo uma pequena quantidade de dgua, ela pode ser evaporada diretamente
com nitrogénio gasoso ou, no caso de amostras maiores, evaporados com rota evaporador
ou feita a separacdo de fases com solventes que nao se misturem com dgua, como € o caso
do hexano, éter ou uma mistura destes (SCHIEDT e LIAAEN-JENSEN, 1995).

Quando utilizado o rota evaporador, deve se ter cuidado para que a temperatura da
amostra ndo aumente muito. Apds a evaporacdo da amostra € recomendado armazenar em
uma atmosfera de nitrogénio ou argénio (BRITTON, 1995).

Saponificagdo (hidrélise alcalina) tem sido muito utilizada para facilitar a separacao
de carotendides. A saponificacdo € vantajosa para a concentracdo de carotendides, pois

remove os lipideos neutros e facilita a futura caracterizacdo e quantificacdo dos

15



Santos, S.D. Extra¢do de pigmentos...

carotendides livres. Os ésteres de 4cidos graxos, que geralmente se encontram como
misturas de ésteres com uma variedade de dcidos graxos sao removidos (BRITTON, 1995).

A saponificagdo ndo € indicada no caso de animais marinhos, algumas plantas e
algas que contém astaxantina e outros 3-hidroxi-cetocarotendides que podem ser oxidados
na presenca de base de oxigénio formando astaceno (BRITTON, 1995), o qual ja ndo
possui mais a mesma acao bioldgica.

O isolamento de carotendides de residuos de crusticeos pode ser feito através de
extracdo com Oleo vegetal (CHEN E MEYERS, 1982, HONSANG, 2001, SACHINDRA E
MAHENDRAKAR, 2004). Porém, a astaxantina pode estar presente em muitos crustdceos
formando complexo com proteina, o que dificulta a sua extragdo em 6leo (HONSANG,
2001).

O uso de 6leo vegetal, como 6leo de soja, no processo de extracdo garante uma boa
barreira ao oxigénio, retardando a oxidac¢do, tornando assim o pigmento mais estavel do
que a extracdo com solvente. Na extracdo com solvente, a labilidade da astaxantina do
extrato € obtida apés a remocdo do solvente, principalmente a degradacio (HONSANG,
2001). Porém a extratividade do solvente € maior do que com o6leo e a utilizagdo de

antioxidantes ou até o posterior armazenamento no proprio 6leo vegetal diminui estes

efeitos.

1.7. Extracao através de hidrolise enzimatica

Progressos na biotecnologia tém demonstrado a capacidade das enzimas de
produzirem alimentos industrializados a partir de residuos, valorizando assim seu manejo

industrial. Neste contexto destacam-se as proteases que representam as enzimas industriais
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mais empregadas no setor de alimentos. A aplicacdo de enzimas proteoliticas para extracao
de aromatizantes do pescado foi sugerida como uma forma de utilizar enzimas digestivas de
residuos do processamento de pescado para uma melhor utilidade econdmica (SIMPSON et
al., 1997).

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 é quebrada antes da
extracdo (CHEN, 1982, GILDBERG, 2001) e os carotendides sdo agregados a outros
lipideos.

As vantagens conferidas pela utilizacdo de enzimas proteoliticas tém resultado no
uso de vdrias proteases para produzir peptonas e hidrolisados protéicos, molho de peixe,
remocao de tecidos de peixes e escamas € membranas de frutos do mar, e o isolamento de
agentes aromaticos e pigmentos (SIMPSON et al., 1998).

Tripsina e quimotripsina sdo as mais abundantes enzimas proteoliticas encontradas
no hepatopancreas de camardes, localizado na cabeca (MUHLIA-ALMAZAN et al., 2002)
e sdo responsdveis cerca de 60% da digestdo proteolitica total no hepatopancreas de
peneideos (GALGANI et al.; GALGANI; TSAI et al. apud MUHLIA-ALMAZAN et al.,
2002). Dessa forma, a hidrdlise proteolitica utilizando as enzimas enddgenas (autdlise)

representa uma alternativa para a reducdo de custos.

17



Santos, S.D. Extra¢do de pigmentos...

1.8. Requisitos e métodos para identificacao de carotendides

1.8.1. Precaucoes a serem tomadas no trabalho com carotendides

O problema principal nas andlises de carotendides surge por causa da sua
instabilidade. Desta forma, qualquer que seja o método escolhido, medidas de precaucdo
para evitar a formacgdo de intermedidrios indesejaveis e perdas quantitativas, devem ser
levadas em consideracdo como préticas padrdes no laboratdrio. Isto inclui a combinagdo da
realizacdo ripida das andlises, exclusio de oxigénio, protecdo contra luz, evitar
temperaturas altas, evitar contato com 4cidos, utilizar solventes de alto grau de pureza e
armazenar sempre em nitrogénio ou argdnio e em temperaturas baixas, de acordo com cada
carotenéide (SCHIEDT e LIAAEN-JENSEN 1995, BRITTON 1995, RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

A combinagdo oxigénio, luz e temperatura sdo altamente destrutivas. A presenca de
tracos de oxigénio em amostras estocadas mesmo sob baixas temperaturas, de peréxidos em
solventes (ex. éter dietila e tetraidrofurano) ou de qualquer agente oxidante mesmo em
extratos brutos de carotendides podem rapidamente gerar um descoloramento e a formagao
de intermedidrios, tais como epoxicarotendides e apocarotendides (BRITTON, 1995,
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A exposi¢do de carotendides a luz, especialmente luz solar e luz ultravioleta
incidindo diretamente, induz a fotoisomerizacdo cis-trans e a fotodestruicdo de
carotendides. Trabalhos com carotendides devem ser realizados em ambientes com pouca
luz. Os recipientes de armazenamento devem ser cobertos com papel laminado

(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).
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Por causa da termosensibilidade dos carotendides, aquecimento deve ser realizado
s6 quando absolutamente necessdrio como exemplo, na descomplexacdo de astaxantina da
carotenoproteina em crustidceos. Extratos de carotendides e solucdes devem ser
concentrados em um rota evaporador a pressdo baixa, a uma temperatura inferior a 40°C e a
evaporacdo do solvente deve ser terminada com nitrogénio ou argdnio. (RODRIGUEZ-

AMAYA, 2001).

1.8.2. Procedimentos analiticos gerais

Segundo RODRIGUEZ-AMAYA (2001), a andlise de carotendides geralmente
consiste de:
¢ Coleta e preparacao da amostra,
 Extracao,
* Particdo com solventes antes da etapa de cromatografia,
* Saponificagdo e lavagem (depende da amostra),
* Concentragdo ou evaporacao do solvente,
* Separacdo cromatografica e

* Identificacdo e quantificacao.

1.8.3. Critérios minimos para identificacao

Com a ocorréncia de identificagdes inconcludentes ou erroneas na literatura, estd

sendo recomendado que os seguintes critérios minimos sejam preenchidos para a
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identificacio (AZEVEDO-MELEIRO e RODRIGUES-AMAYA, (2004): An.x € estrutura
fina do espectro de absorbancia visivel (ou ultravioleta para croméforos pequenos) devem
estar de acordo em pelo menos dois solventes diferentes com o croméforo sugerido;
propriedades cromatogrificas devem ser idénticas em duas técnicas, preferivelmente
cromatografia de camada delgada (CCD) (Ry) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (tr), e deverdo ser realizadas co-cromatografia com padrdes auténticos e espectro
de massa, que permitam a confirmagdo pelo menos da massa molecular (BRITTON,1995).
Porém, carotendides comuns podem ser conclusivamente identificados através da juncao e
combinacdo da utilizacdo de dados cromatogréficos, anélise na regido UV-visivel e reacdes
quimicas, o ultimo para confirmacio do tipo, localizacdo e niimeros de grupos funcionais

(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

1.8.4. Separacio por fases

Os carotenos sdo soliveis em solventes de baixa polaridade, tal como, hexano e
tolueno, e carotenois (xantofilas) em solventes mais polares, incluindo etanol e piridina
(SCHIEDT e LIAAEN-JENSEN, 1995).

O método de separacdo de fases € vantajoso para separar carotendides polares dos
ndo polares antes da separacdo por cromatografia (SCHIEDT e LIAAEN-JENSEN, 1995).
Uma separagdo grosseira pode ser obtida através da particdo do extrato bruto em dois
solventes imisciveis (1:1) (WEEDON, 1976). Todas as xantofilas contendo dois ou mais
hidroxi ou ceto-grupos livres sdo extraidas na hipo-fase solvente mais polar (ex. metanol).

Os carotenos, seus epoxidos, mono-ceto ou derivados monohidroxi ou xantofilas com seus
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grupos hidroxi esterificados ou metilados permanecem na fase superior (ex. éter de
petréleo) (DAVIES, 1976).

Particdo entre hexano e dimetila de sulfé6xido (DMSO) tem demonstrado ser ideal
para remocao de lipideos sem cor de tecidos de animais (SCHIEDT e LIAAEN-JENSEN,

1995).

1.8.5. Espectroscopia UV-visivel

O comportamento do espectro de absorcao ultravioleta e visivel fornece o primeiro
indicio para informar a presenca de carotendides. A absor¢do do Api € a forma (estrutura
fina) do espectro ambos fornecem o croméforo. O espectro de absorcao é amplamente
apresentado em trabalhos publicados. Para dar uma idéia da estrutura fina espectral

(%I1I/11) (Figura 6) que pode ser apresenta com 0 A ysx (BRITTON, 1995),

Y
I A
A I
0 0

Absorbancia (AU)

Comprimento de onda (nm)

Figura 6. Estrutura fina. Calculo de %III/II para caroten6ides (BRITTON, 1995).
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A estrutura do croméforo, estrutura fina espectral (%I1I/II) é expressa como sendo o
valor da altura da absor¢do do comprimento de onda mais longo, denominado III, e a
absorbancia do pico médio (geralmente A 1,4x), denominado II, calculando-se a média dos
dois picos como linha de base, multiplicado por 100. Para os cetocarotendides conjugados
como astaxantina, o qual fornece uma banda larga com nenhuma estrutura fina, nio
podendo ser calcular a média entre eles, entdo %III/II € igual a zero (BRITTON, 1995).

Espectroscopia UV-visivel fornece informagdes sobre o croméforo da molécula,
mas ndo diz nada sobre grupos funcionais exceto a presenca de grupos carbonilicos

conjugados que fazem parte do croméforo (BRITTON, 1995).

1.8.6. Cromatografia em coluna aberta (CC)

Historicamente, CC ¢ o método cromatografico mais antigo. Com introdugdo da
cromatografia de papel, a CCD e principalmente a CLAE, CC foi gradativamente
substituido por técnicas mais modernas para a andlise qualitativa de carotendides, mas
permanece um método indispensdvel para separacdo e purificacdo de carotendides em
escala preparativa. Para quantidades de miligramas até 100g de carotendides derivados de
fontes naturais, a CC € ainda o mais importante método (BERNHARD, 1995).

A funcdo principal de CC € separar misturas em fragdes de carotendides
suficientemente puros para subseqiiente cristalizacdo ou podem ser depois separados mais
eficientemente através de futuras cromatografias (BERNHARD, 1995).

Atualmente, a separacdo de carotendides envolve cromatografia liquida-sélida
(adsorcdo). Intimeras fases sélidas tém sido aplicadas no estudo de carotendides com e sem

sucesso, como por exemplo, p6 de aluminio, silica, CaCO3;, Ca(OH),, MgO, ZnCOs3,
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sucrose, ligacdo cruzada de dextrana (Sephadex), polietileno e misturas destes. Alumina e
silica, os quais sdo disponiveis comercialmente como produtos padrdes, sdo atualmente os
mais adotados. A separacdo nestes adsorventes € determinada através da polaridade, os
carotenos hidrocarbonados sdo fracamente adsorvidos, enquanto que as xantofilas,
contendo substituintes polares, principalmente grupos hidroxilas, sdo adsorvidos mais

fortemente (BERNHARD, 1995).

1.8.7. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Mesmo tendo em maos sofisticados equipamentos como CLAE, a CCD ¢ ainda um
método essencial e indispensdvel, facil de executar e é mais adequado para uma
identificacdo piloto de uma mistura de carotendides desconhecidos a partir de padrdes
conhecidos. Os dados de retencdo deste piloto poderdo direcionar sobre a escolha das
condi¢des para subseqiientes cromatografias preparativas ou analiticas utilizando CLAE

(SCHIEDT, 1995).

Identificacbes de compostos através da CCD sdo baseados inicialmente na
comparacdo de valores de Rf (distancia percorrida pela substincia (cm, mm)/distancia
percorrida pela fase mével (cm, mm) com aqueles de padrdes comerciais. Os valores de Rf
sdo, de modo geral, ndo exatamente reprodutiveis, entdo deverdo ser considerados como um
guia para relacionar distancias e ordens de migracdo e deverdo ser conferidos através de
comparacdes cromatograficas com padrdes, incluindo co-cromatografia (SCHIEDT, 1995).

A placa de silica € até agora mais freqiientemente utilizada. Os melhores resultados
sdo geralmente obtidos com a silica gel 60G (contendo ligagdes CaSO4) comercial.

Alumina neutra ou bésica € escolhida para carotendides que sdo sensiveis a dcidos, ex. 5,6-
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epoxidos. Poliamida e celulose deverdo ser utilizadas para componentes muitos polares ou
hidrofébicos. (SCHIEDT, 1995).

As andlises quimicas para identificacdo de carotendides e seus grupos terminais,
saponificagdo, acetilacdo, metilacdo, reducao, oxidagdo, etc. podem, na maioria dos casos,
ser monitorados através da CCD por causa das caracteristicas de adsorcdo alteradas dos
produtos das reagdes (SCHIEDT, 1995).

Para a CCD de fase-reversa, os valores de Rf geralmente se correlacionam bem com
o tempo de retencdo tg do CLAE, enquanto que, quando utilizada cromatografia de fase-
normal, as seqiiéncias de carotendides em CCD e CLAE vao ser diferentes (SCHIEDT,

1995).

1.8.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE

Atualmente a CLAE tem sido um método de escolha para a identificagdo de
carotendides. Sendo um método muito eficiente de andlise, realiza separagdes excelentes
em periodo curto de tempo, € altamente sensivel (nanogramas) e fornece um grande nimero
de informagdes, também permitindo a recuperacdo da amostra (PFANDER E RIESEN,
1995, ANDRADE 2003).

Silica e seus derivados sdo as fases estacindrias mais comuns em colunas para
CLAE. As pequenas particulas de silica podem apresentar formas esféricas ou irregulares e
um tamanho definido de 3 a 10um. O método de CLAE utiliza fase mével isocratica ou por
gradiente podendo a fase estaciondria ser de fase-reversa ou fase-normal. (SU et al., 2002).
A coluna C g de fase-reversa € claramente a mais utilizada. A razdo da popularidade desta

coluna é principalmente devida, uma interacdo hidrofébica fraca com a amostra, sendo
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menos destrutiva que forgas polares em CC de fase-normal, compativel com a maioria dos
solventes e escala de polaridade de carotendides e de alta disponibilidade comercial
(RODRIGUES-AMAYA, 2001).

Existem controvérsias em relacdo a eficiéncia deste método em conseqiiéncia da
composi¢do complexa e diversificada dos carotendides. A primeira dificuldade para
quantificacdo de carotendides por CLAE € a existéncia de poucos padrdes comerciais € a

pureza incerta dos disponiveis. Outro problema verificado € a ripida degradacdo dos

padrdes apds abertura da embalagem selada (ANDRADE 2003).
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3.0BJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Propor um processo para extracdo de carotendides em residuo do processamento
(cabecas) do camardo (Litopenaes vannamei), utilizando a hidrélise proteolitica sem a

adi¢do de enzima exdgena.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a atividade enzimatica da prépria enzima do residuo de camario (cabeca)
com uma enzima comercial, Alcalase®,

¢ (Quantificar os carotendides extraidos do residuo de camar@o (cabega) das hidrélises
proteoliticas, das duas enzimas,

e Purificar, identificar e quantificar carotendides utilizando filtracdo por particdo,

CC, TLC, HPLC e espectrofotometro.

32



Santos, S.D. Extra¢do de pigmentos...

4. MANUSCRITO

TITULO

Recovery of carotenoids pigments from shrimp processing

waste using proteolytic autolysis

A SER SUBMETIDO A REVISTA

CHEMOSPHERE
Tipo de Material: Periédicos com texto completo

Indexado ISI: sim Fator de Impacto: 2.359 (2004)
Editor/distribuidor: ISSN: 0045-6535

33



Santos, S.D. Extra¢do de pigmentos...

Recovery of carotenoids pigments from shrimp processing

waste using proteolytic autolysis

Suzan D. Santosl, Thiago B. Cahﬁl, Maria da Paz C. Silval, Claudia S. A. Limaz,

Manfred Schwartz3, Luiz B. Carvalho Jr! and Ranilson S. Bezerra'"

1 — Laboratério de Enzimologia — LABENZ, Departamento de Bioquimica and
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA, Universidade Federal de
Pernambuco.

2 — Laboratorio de Biofisica Quimica, Departamento de Biofisica, Universidade Federal de
Pernambuco.

3 — Central Analitica, Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de

Pernambuco.

Corresponding author:

Ranilson S. Bezerra.

Laboratério de Enzimologia — LABENZ, Departamento de Bioquimica, Universidade
Federal de Pernambuco, Cidade Universitaria, 50670-910 Recife, PE, Brasil.

Tel.: 55-81-21268540; Fax: 55-81-21268576.

E-mail: ransoube @lika.ufpe.br and ransoube @uol.com.br.

34



Santos, S.D. Extra¢do de pigmentos...

Abstract

Shrimp processing waste can be economically an attractive natural source of carotenoids,
important group of substances that address different biological properties. Here, it is
proposed an alternative procedure to extract them from the shrimp (Litopenaeus vannamei)
processing waste (heads). Proteases of the animal themselves (autolysis) were used instead
of commercially available protease Alcalase®. Previously, it was established that the
enzymatic activity of the shrimp crude extract on azocasein was about twice higher than
that of the 0.5% (w/v) Alcalase®. The shrimp heads were minced and incubated at 40°C for
2h and the temperature was increased to 100°C for 10 min and centrifuged at 10,000 xg for
10 min. Carotenoids were recovered by ethanol extraction from the precipitate and
carapace, and there was not different in terms of amount compared to the procedure
employing Alcalase®. Astaxanthin was found to be the major carotenoid in the ethanol
extract of Litopenaeus vannamei confirmed by chromatographic methods TLC, HPLC and

spectral fine structure by spectrophotometry.

Key words: carotenoids extraction process, astaxanthin, proteolytic autolysis, shrimp waste,

Litopenaeus vannamei.
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1. Introduction

In Northeast Brazil, the commercial shrimp (Litopenaeus vannamei) culture has
increased very fast in the last decade. The shrimp production in 1999 reached 15,000 ton,
whereas in 2004 has increased up to 90,190 ton. Furthermore, there is a perspective to get
up to 17,000 hectares of cultivated area in 2005, with an estimated production of 105,000
ton (Melo, 2005). Therefore, the discard high amount of waste (about 35% of the total
humid weight) has constituted a problem.

Recovering of active biomolecules from this material is of industrial interest,
implicating in economic and ecological value to fishery industries. Shrimp processing
waste is one of the most important natural sources of carotenoid (Sachindra et al., 2004).
On the other hand, carotenoids represent a family of natural liposoluble compounds that can
also be esterified or complexed with protein. During proteolytic digestion, carotenoids are
released from associated proteins and aggregate with other lipids. More than 600 structural
variants were reported and characterized, from bacteria, algae, fungi and superior plants (Su
et al. 2002).

Animals are not able to biosynthesize carotenoids, thus their carotenoids are
normally diet derived (Rodrigues-Amaya, 2001). In crustaceans they are present as a
carotenoprotein in some associations in the carapace, legs parts, blood, eyes, eggs,
hepatopancreas and ovary (Kuo et al., 1976), assuming various biological functions such as
reproduction, hatching, growth and protein stabilization (Negre-Sadargues et al., 2000).
Astaxanthin is cited as the major carotenoid of crustaceans, such as shrimps, lobsters, crabs,

as well as fishes, such as salmon and trout (Rodrigues-Amaya, 2001).
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This molecule is of economical importance to the aquaculture, mainly due to
pigmentation of farmed salmonids. The natural pigmentation of farmed fish can be
achieved mainly by the inclusion in the diet of astaxanthin from crustacean sources
(Guillou, et al., 1995; Gildberg and Stenberg, 2001). Moreover, the inclusion of this
carotenoid in diets seems to improve the immunological system of farmed shrimps and
fishes (Ytrestoyl, 2004).

Carotenoids have been among the most cited phytochemicals responsible for
reducing the risk of developing degenerative diseases such as cancer, cardiovascular
diseases, cataract and macular degeneration (Azevedo-Meleiro and Rodriguez-Amaya,
2005). This statement is mainly due to their antioxidative properties promoting a protection
against reactive oxygen species produced in certain pathological states (Young and Lowe,
2001).

Previous studies with shrimp (L. vannamei) carotenoids showed the antagonizing
action of shrimp carotenoids on the brain spreading depression-susceptibility changes
promoted by ethanol in the rat developing cerebral cortex (Bezerra et al. 2005a). However,
adverse effects may occur if high dosages of carotenoids are applied, maybe due to the pro-
oxidant effect. In fact that was observed in high-risk groups as ex-smokers (Fraser and
Bramley, 2004).

Carotenoids are also commercially used as food colorants and in nutritional
supplements, representing an estimated yield of 100 million tones per year with a global
value of around US$935 million in 2005 (Fraser and Bramley, 2004).

The present paper describes a process for carotenoids extraction from shrimp (Litopenaeus
vannamei) processing waste (heads), based on the proteolytic autolysis. The quantification,

partial identification and characterization of these carotenoids are also reported.
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2. Materials and methods

2.1. Materials
Heads of L. vannamei were provided by EMPAF Ltd. They were packed in plastic
bags and stored at —20°C until use. Commercial protease used was Alcalase® (2.4 1 FG)

provided by Novozyme — Brazil S.A. All others reagents used were of analytical grade,

provided by SIGMA Chemical Co. (USA) or Merck (Brazil).

2.2. Proteolytic activity

Four different batches of shrimp heads were homogenized in distillated water (1:1;
w/Vv) by using a tissue homogenizer. The resulting preparations were centrifuged at 10,000
xg for 10 min at 10°C. The proteolytic activities of the obtained supernatants and 0.5%
(w/v) Alcalase® were assayed (duplicate) using 1 % (w/v) azocasein (Alencar et al., 2003;
Bezerra et al., 2005b). Briefly, the sample (30 ul) was incubated with 1 % (w/v) azocasein
(50 uL; Sigma, USA), prepared in 0.2 M Tris-HCI, pH 7.2, for 60 min at 25°C. Exactly 240
pL of 10 % (w/v) trichloroacetic acid were then added to stop the reaction. After 15 min
under resting, centrifugation was carried out for 5 min at 8,000 xg. The supernatant (70 uL)
was added to 1 M NaOH (130 pL) in a 96-well microtiter plate and the absorbance of this
mixture was measured in a microtiter plate reader (Bio-Rad 680) at 450 nm against a blank
similarly prepared except that 0.9% (w/v) NaCl replaced the crude extract sample.
Previously, it was established that during 60 min of reaction under above conditions first
order kinetics was followed. Unit (U) of enzymatic activity was defined as the amount of

enzyme capable of hydrolyzing azocasein to produce 1.0 change in absorbance per minute.
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The obtained supernatant, Litopenaeus vannamei proteases from now on abbreviated as

LIVAP, was frozen at —20°C for further use in enzymatic assays.

2.3. Extraction and analysis of carotenoids
2.3.1. Extraction using LIVAP and 0.5% (w/v) Alcalase®

The carotenoids extraction from shrimp processing waste, based on Gildberg and
Stenberg (2001), was as followed (Figure 1): In a reaction vessel (100 mL), shrimp waste
(30g of heads) was minced and mixed with either 30mL of distillated water (autolysis) or
30 mL 0.5% (w/v) Alcalase®. The temperature was equilibrated to 40°C and proteolytic
hydrolysis was allowed for 2 h. Afterwards the preparations were heated at 100°C for 10
min for proteases inactivation. They were filtered through gauze (porosity of 1 mm) to
retain the carapace and the filtered solution was centrifuged 10 min at 10,000 xg. The
carapace and the centrifugation precipitate were incubated with 30 mL 90% (v/v) ethanol
each overnight. The ethanol solution was collected and additional ethanol incubation was
successively carried out during 60 min, 30 min and 15 min until the ethanolic solution
absorbance at 470 nm reached the value of 0.050. The ethanolic solutions obtained from
the four incubations were collected together (about 200 mL), concentrated under vacuum at
37°C using a rotary flash evaporator and dried under N, atmosphere. From now on, all
experiments were undertaken preventing from light conditions under N, conditions to avoid
possible cis/trans isomerization and oxidation of the carotenoids and stored at —20°C until

analyses.
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The approximate amounts of carotenoid amounts in the ethanolic solutions were
spectrophotometrically determined (Ultrospec 3000 pro spectrophotometer; Bio-Rad)

according to the formula (Schiedt and Liaaen-Jensen, 1995):

A x vol x 1000
mg carotenoids =

1%

A "x 100

lcm

1%
Where A, vol and 1em stand for the absorbance at 470 nm, volume in mL and the

astaxanthin specific absorption coefficient in ethanol, respectively.

2.3.2. Quantification and characterization of carotenoids
2.3.2.1. Phase separation

The carotenoids extracted as above were partitioned in hexane/dimethyl sulphoxide
(DMSO) according to Schiedt et al. (1995). The ethanol extracted carotenoids and the
hexane phase sample were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC).
While the filtered (glass wool) DMSO phase was subjected to silica column
chromatography (SCC), UV - visible spectrophotometry, thin layer chromatography (TLC)

and HPLC.

2.3.2.2. Silica Column Chromatography- SCC
The carotenoids extracted in the DMSO phase was fractionated by column
chromatography on silica (15 g, 0.06 to 0.2 mm, Merck) developed with solvents of

increasing polarity yields ether/hexane (2:8), ether/hexane (1:1) and methanol/ether (1:1) at
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18°C as described by Schiedt et al. (1995), except that methanol was included in the last

solvent mixture. Six fractions were collected by SCC and further analyzed.

2.3.2.3. Thin-Layer Chromatography

The SCC fractions were dissolved in hexane and applied on commercial silica 60
F254 plates 0.25 mm thickness for analytical scale (Merck), using astaxanthin, B-carotene
and lycopene as standards (Sigma Chemical, Co., St. Louis, Mo., USA). Chromatography
was carried out using a mixture of ethyl acetate/hexane (2.5:1) and 0.44% ether in hexane

as mobile phases.

2.3.2.4. High Performance Liquid Chromatography

The HPLC separations were carried out using a 300 x 3.9 i.d. mm Water C18
reverse-phase column (15-20 um - USA). Chromatographic analyses were conducted on a
AKTA Purifier equipped with auto-sampler injector, controlled by UNICORN 4.11
software. Chromatography was isocratically performed at 23°C. Mobile phase consisted of
acetonitrile, methanol, chloroform and water; 60:25:10:5 (v/v/v/v) (Fontana et al., 2000) at
a flow rate of 1.0 mL/min. Between two injections, the column was returned to the initial
conditions by applying 25 min methanol, plus 15 min of column conditioning. Injection
volume of 50 uLL was used, and detection by light absorbance 480, 455 and 474 nm.

Calibration curves for all the standards 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 quantities.
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2.3.2.5. UV — Visible Spectrophotometry

Carotenoids Ayax and fine structure of fractions obtained by SCC, HPLC and the
standards samples prepared in the mobile phase of HPLC, chloroform and ethanol were
determined by UV — Visible spectrophotometry. The wave light range was 340-700 nm.
The structure of the chromophore, spectral fine structure (%III/II) is expressed as the ratio
of the height of the longest-wavelength absorption peak, designated III, and that of the
middle absorption peak (usually Aysx), designated II, taking the minimum between the two
peaks as baseline, multiplied by 100. In a few cases, III>11, so the value of the %III/Il may
be slightly grater than 100. For conjugated ketocarotenoids such as canthanxanthin, which
give a simple, rounded spectrum with no fine structure, neither peak heights III and II, nor

minimum between them, can be defined, so the %III/II value is zero (Britton, 1995).
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3. Results and discussion

Total proteolytic activity of LIVAP and 0.5% w/v Alcalase® was compared using
1% wlv azocasein as substrate (Table 1). The LIVAP activity was about twice higher than
the 0.5% Alcalase®. This difference showed to be statistically different (n=4; p<0.001). The
carotenoids extractions with proteolytic hydrolysis using LIVAP or 0.5% Alcalase® are
also displayed in Table 1. The amount of carotenoid extracted using both procedures was
not statistically different (n=4, p>0.05). Therefore, the use of LIVAP to enhance the
extraction of carotenoids from L. vannamei processing waste is economically better than
that based on the addition of commercial enzymes An amount of 43.71 g of crude lipid
obtained from the dried carotenoids ethanolic extract was recovered from 1 kg of the
shrimp wastes (Table 2). In this ethanolic extract astaxanthin (82,56 ug/g of waste) was
identified (Table 3).

The penaeid digestive gland is known to contain high proteolytic activity (Lemos et
al., 2000). Trypsin and chymotrypsin are the most abundant proteolytic enzymes in the
midgut gland of shrimp, and are responsible for more than 60% of total protein digestion in
the midgut gland of penaeids (Muhlia-Almazéan et al., 2002). Proteolytic enzymes have
been used for isolation of flavoring agents and pigments (Simpson et al., 1998).

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 to allow more efficient release of astaxanthin and its derivatives by extraction with
oil or organic solvents (Schiedt and Liaaen-Jensen, 1995). The high concentrations of chitin

and calcium carbonate in shrimp waste interfere with absorption of carotenoids in fish,
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making them unsuitable as flesh pigmenting sources for salmonid fishes (Guillou et al.,
1995).

Proteolytic hydrolysis is associated with an optimized extraction of carotenoid
content (Cano-Lopez et al.,, 1987). Chen and Meyers (1982) showed that astaxanthin
extraction was specifically increased in processed crawfish indicating that it is readily
removed from the carotenoid-protein complex, suggesting that covalent bonds probably are
not involved in this complex.

Particularly in invertebrate animals the color of specific carotenoid protein
complexes is green, purple or blue (Weesie et al., 1995), the gray color of L. vannamei
suggests the presence of these compounds. Crustacyanins are pigmented proteins frequently
found in the exoskeleton of many marine crustaceans, and their blue or purple color comes
from the carotenoid astaxanthin (Stainislaw and Britton, 2001). After denaturation, the free
carotenoid (prosthetic group of carotenoprotein) exhibits absorption maximum not shown
for the parent molecules (Chen and Meyers, 1982). Free carotenoids absorb light in the
wavelength range 400-500 nm, and are responsible for many natural yellow, orange or red
colors (Weesie et al., 1995).

Extraction methods were reported to release carotenoids from the shell matrix
employing edible oils, hydrochloric acid or organic solvents. An enzymatic step to improve
the extraction of astaxanthin has also been suggested (Cano-Lopez et al., 1987; Stepnowski
et al., 2004). During the hydrolysis process it is possible to separate a high part of the tissue
proteins from the carapace, obtaining through strain the carapace with low amount of tissue
proteins, and the hydrolisate. The suspended solid (sediment with carotenoids) is then

separated by centrifugation from the hydrolisate.
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It was observed a high amount of lipid extract containing carotenoids that exhibit a
red-orange color. This amount results from the two separated components after the
hydrolysis process: suspended pigments still complexed with proteins mixed with lipids
and carotenoid esters on shrimp head hydrolyzed surface that during the filtration process
attaches on the exoskeleton (probably, due to the lipid nature) and sediment with
carotenoids.

The amount of lipid extracted with carotenoids found in L. vannamei shrimp head
was about four times higher (43.71 mg/g) than the values found in the Northern shrimp
(Pandalus borealis) waste, 9.27mg/g (Guillou et al., 1995), probably, because of the
difference of species or material processing during the studies. L. vannamei waste was of
fresh head, submitted to proteolytic autolysis before carotenoid extraction process while P.
borealis was from boiled shrimp.

According to Davies (1976), carotenoids can be divided into two main groups:
hydrocarbons, which are called carotenes and oxygen-containing derivatives, which are
called xanthophylls. Carotenes are soluble in solvents of low polarity such as hexane and
toluene, whereas, xanthophylls in more polar solvents including ethanol and pyridine
(Schiedt and Liaaen-Jensen, 1995.

Partition using hexane and DMSO has proved to be ideal for the removal of
colorless lipids from animal tissues. The non-esterified hydroxyketocarotenoids, e.g.
astaxanthin, are recovered quantitatively from the DMSO phase, while 90% of the lipid
remains in the hexane phase (Schiedt and Liaaen-Jensen, 1995). The lipid content of the
ethanol extraction of the L. vannamei shrimp heads and those of the DMSO and hexane
phases are presented in Table 2, which showed a higher concentration in the hexane phase

(59%). 1t was separated about 1g of probable colorless contaminating lipids of the total
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hexane phase as precipitate. These results were different from that obtained for skin of
Atlantic salmon (Salmo salar), witch presented a distribution of about 95% in the hexane
phase (24.8g) and 5% in the DMSO phase (1.18g) (Schiedt et al., 1995).

The polar DMSO phase probably contained astaxanthin, the main carotenoid of
some fish, and most crustaceans (e.g., shrimp, lobster, and crab) (Rodriguez-Amaya, 2001).
For such reason this phase was submitted to further analysis by SCC, TLC and HPLC
analysis. Six fractions, varying from dark red-orange to orange and light orange, were
collected using by SCC and solvents of increasing polarity. Historically, column
chromatography is the oldest chromatographic method. With the introduction of paper
chromatography, TLC and especially HPLC, column chromatography has lost its
importance for the analysis of carotenoids, but remains an indispensable method for
separating and purifying carotenoids on a preparative scale (Bernhard, 1995). Castillo and
Lenel (1977) using column chromatography with different adsorbents systems found nine
fractions to carotenoid extract from crab hermit Clibanarius erythropus.

The six purified fractions from L. vannamei were analyzed on TLC using three
commercial carotenoids as standards: astaxanthin, lycopene and B-carotene (Figure 2). The
assays were carried out using two different mobile systems: the first one a more polar
system (Figure 2a) that presented three purified bands with the Ry comparable to
astaxanthin, and three others bands with higher Ry; the three unidentified carotenoids were
applied on the second lesser polar system (Figure 2b), presenting a Ry not comparable with
the standards. These aspects suggested that the unidentified carotenoids presented a less
polar character compared with astaxanthin. Negre-Sadargues et al. (2000) found three
bands identified as two different esterified astaxanthin isomers and a free astaxanthin from

the deep-sea shrimp Rimicaris exoculata employing TLC technology.
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From the six fractions obtained by SCC it was possible to confirm three of the last
fraction in HPLC system and chloroform and ethanol screened using UV-visible
spectrophotometry to confirm the relationship between spectral fine structural (%II/II).
The Fa4, F5 and Fg fractions gave a seemlier simple rounded spectrum, typical represented
for astaxanthin, with no fine structure (%III/II value was 0) and 479, 491 and 480 A4 for
HPLC system and chloroform-ethanol, respectively. All results were similar to standard
astaxanthin.

The comparison of retention time and absorption spectra with carotenoids standards
allowed the characterization of the HPLC analysis. The HPLC chromatogram for crude
ethanolic extract (Fig. 3a), hexane phase separated lipid extract (Fig. 3b) and DMSO phase
separated lipid extract previously purified by SCC (Fig. 3c) presented similar profile: first
peak (1), with similar retention time of the standard astaxanthin and five peaks, section (II),
of unidentified carotenoids that did not correspond to the carotenoids standards (Fig. 3).
This similarity showed that the method of phase separation did not obtain difference on the
carotenoids in the different phases, DMSO and hexane, and that the ethanolic extract is
composed by polar carotenoids, that could be confirmed by TLC (Fig. 2). Therefore the
method of phase separation is suitable for a preliminary differentiation between carotenes
and xanthophylls (Davies, 1976). Those fractions with TLC behavior similar to astaxanthin
(F4, Fs and Fg) were subsequently analyzed by HPLC and three pure fractions can be seen
in Fig. 3c, indicating that even injecting the ethanolic extract direct in HPLC it is possible
to separate astaxanthin.

Schiedt et al. (1995) and Guillou et al. (1995) found smaller carotenoids content of
1079 pg for 25 g of lipid extract from salmon skin and 3.99 mg for 9.27 g of lipid extract of

cephalothoraxes, digestive glands and shells from boiled shrimp (Pandalus borealis) waste,
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respectively. Astaxanthin is used in aqua-feeds to impart this natural, pink-red color to
farmed salmon fillets, amounts accounting for over 90% of the total carotenoid content
have that been found in the flesh of wild salmons (salmon and trout) (Lopez et al., 2004).
The high amount of astaxanthin can be attributed to the chosen analyzed shrimp part
(head). Hepatopancreas of necrophagous-carnivorous species is a markedly pigmented
organ; the occurrence of carotenoids in the epidermis covering the dorsal eyes indicates
storage of pigment resulting very likely from dietary origin, suggesting a determined

physiological function (Negre-Sadargues et al., 2000).
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4. Conclusion

This contribution presents an alternative procedure to extract carotenoid from the
shrimp Litopenaeus vannamei processing waste (heads). Firstly, proteases of the animal
themselves (autolysis) were used to enhance the pigment extraction instead of the addition
of commercially available enzyme. Afterwards a simple ethanol extraction procedure was
able to obtain about 44g of lipid extract containing carotenoids that can be employed
directly in aquaculture feeds. Astaxanthin with about 83 ug/g of waste showed to be the
most important carotenoid in this preparation as proved by HPLC, TLC and UV-visible

spectrophotometry analysis.
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7. Figures
Shrimp waste: water
(or 0.5% Alcalase®)
1:1
v
Hydrolysis
(2h, 40°C)
Heat inactivation
Filtration
Y A Four-ethanol
Filtrate Carapace extraction:
Overnight;
A 4 60 min;
Centrifugation — 30 min and
(10,000 xg, 10 min) »| Precipitate 15 min
Supernatant l
(hydrolisate) CAROTENOIDS

Fig. 1. Flow chart of the carotenoids extraction from L. vannamei processing waste adapted

from Gildberg and Stenberg (2001).
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(1) 2

Fig. 2. TLC Comparison of the six fractions of silica column chromatography by ethyl
acetate/hexane (2.5:1) system (1) and 0.44% ether in hexane system (2). Axt = astaxanthin
standard; B = PB—carotene; L = lycopene and F; to Fg = fractions obtained from the silica

column chromatography of the lipid extract of the DMSO phase.
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Fig. 3. HPLC carotenoid profile of the ethanol extract (a), the lipid extract in the hexane

phase (b) and the lipid extract in the six fractions obtained from the silica column

chromatography of the DMSO phase (c). Peak (I) with similar retention time of the standard

astaxanthin and section (II) peaks of unidentified carotenoids that did not correspond to the

carotenoids standards. For HPLC conditions, column: Water C18, 300 x 3.9 1.d. mm

reverse-phase column (15-20 um - USA) at 23 °C. Mobile phase: isocratic (acetonitrile,

methanol, chloroform and water; 60:25:10:5, v/v/v/v) at a flow rate of 1.0 mL/minl.

Injection: 50 pL. Detection: 480 nm.
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8. Tables

Table 1. Comparison between the shrimp head hydrolysis
procedures by autolysis and Alcalase®: proteolytic activity

and the amount of carotenoids extracted from L. vannamei

head waste.
Hydrolysis Proteolytic activity Carotenoids
procedure (U) (mg) ¢
Autolysis * 7.4+0.8° 1.22+0.65
Alcalase® 2.9+0.3" 0.97£0.19

*_ Autolysis provided by the Litopenaeus vannamei proteases
(LIVAP).

®_ Values statistically different (n=4; p<0.001)

¢ - Amont of carotenoids extrascted from 30g of shrimp
processing waste

59



Santos, S.D. Extra¢do de pigmentos...

Table 2. L. vannamei lipids extracted by ethanol and

hexane/DMSO partitioned from 1 kg shrimp head.

Lipid of Shrimp Head [Lipid Extract] Yield
(g/kg) [%]

Crude Lipid

Ethanol extract 4371 100

Phase separated
Hexane phase extract 25,62 59
DMSO phase extract 17,18 39

The carotenoids were concentrated under vacuum at 37°C
using a rotary flash evaporator and partitioned in
hexane/dimethyl sulphoxide (DMSO) and evaporated again.

Table 3. Carotenoids content in ethanolic lipid extract from

shrimp (L. vannamei) processing waste.

Ethanolic Lipid Extract of Concentration (ug/g)

Shrimp Head
Total Carotenoids (HPLC) 194,52 £ 0.51
Unidentified Carotenoids (HPLC) 111,96 +0.81
Astaxanthin (HPLC) 82,56 +0.21

*Quantified by HPLC using a Water C18, 300 x 3.9 i.d.
mm reverse-phase column (15-20 um - USA) at 23 °C.
Mobile phase: isocratic (acetonitrile, methanol, chloroform
and water; 60:25:10:5, v/v/v/v) at a flow rate of 1.0
mL/minl. Injection: 50 pL. Detection: 480 nm.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho apresenta um processo alternativo para a extracdo de carotendides do
residuo do processamento (cabeca) do camardo Litopenaeus vannamei. Primeiramente,
foram utilizadas proteases da prépria cabeca de camardo (autdlise) para aumentar a
extracdo de pigmentos carotendides ao em vez da adicdo de enzimas comerciais.
Posteriormente através de um simples processo de extracdo com etanol foi possivel obter
44¢g de extrato lipidico contendo carotendides que podem ser empregados diretamente em
racoes na aqiiicultura. Astaxantina com 83 pg/g de residuo demonstrou ser o mais
importante carotendide nesta preparagdo identificado através de CLAE, CCD e anélise do

espectro de absor¢do UV-visivel.
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