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RESUMO

A grande quantidade de coprodutos gerados na cadeia produtiva do
processamento de camarédo tem criado uma discussdo em torno do aproveitamento
desses para a fabricacdo de ingredientes de alto valor agregado. Nesse sentido, o
aproveitamento € tanto uma tentativa de minimizar a poluicdo causada pela
disposicdo inadequada dos residuos industriais na natureza, quanto uma forma de
gerar receita através da extracdo de substancias de interesse econdmico. Para isso,
conhecer a quantidade de carotenoides e de &cidos graxos poli-insaturados do
camardo-rosa (Farfantepenaeus subtilis), que € a principal espécie de camarao
marinho produzida pela pesca de captura no estado do Parg, € essencial j& que este
é reconhecido como fonte dessas substancias pela literatura especializada. No
presente trabalho, foram estudadas duas formas de aproveitamento do coproduto do
camardo-rosa, sendo a primeira através da secagem em leito fluidizado do tipo jorro
e a segunda através da extracdo do carotenoide astaxantina (ASX) por meio de
hidrélise enzimética combinada com extracao assistida por ultrassom (EAU). Para a
secagem do coproduto, o leito de jorro é uma boa alternativa devido ao seu baixo
custo de operacdo e elevada eficiéncia de retirada de umidade do material. O
coproduto (cefalotérax do camarao-rosa) foi triturado em processador de alimentos e
entdo desidratado nas temperaturas de 70, 80 e 90 °C e, posteriormente, conduzido
a uma etapa de extracdo da ASX utilizando oleina de palma como solvente nas
temperaturas de 50, 60 e 70 °C. Na realizacdo da extracdo da ASX com hidrélise
enzimatica e EAU foram investigados os efeitos do tipo de enzima (alcalase,
flavourzyme e uma mistura de alcalase e flavourzyme na proporgéo de 1:1, v/v),
concentracdo de enzima (0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 % em relacdo a massa da amostra) e
tempo de hidrdlise (0, 60, 90 e 120 minutos). A alcalase foi a enzima mais eficiente,
cuja acdo culminou na extracdo de quase 70 % do contetdo relativo de ASX. O teor
de ASX foi afetado pela concentracdo de enzima de forma significativa e positiva
(p<0,05), para todas as enzimas, porém o tempo de hidroélise foi significativo apenas

parcialmente.

Palavras-chave: carotenoides, leito de jorro, acido graxo, oleina de palma, enzima,

extracao assistida por ultrassom.



ABSTRACT

The large amount of co-products generated in the production chain of
shrimp processing has created a discussion about their use for the manufacture of
high-added value ingredients. Regarding this subject, the use is both an attempt to
minimize the pollution caused by the inadequate disposal of industrial waste in
nature, and a way to generate income through the extraction of substances of
economic interest. For this, knowing the amount of carotenoids and polyunsaturated
fatty acids of the pink shrimp (Farfantepenaeus subtilis), which is the main species of
marine shrimp produced by capture fisheries in the state of Para, is essential since it
is recognized as a source of these substances by the specialized literature. In the
present work, two ways of using the pink shrimp co-product were studied, the first
through drying in a spouted fluidized bed and the second through the extraction of
the astaxanthin (ASX) carotenoid through enzymatic hydrolysis combined with
ultrasound-assisted extraction (UAE). For drying the co-product, the spouted bed is a
good alternative due to its low operating cost and high efficiency in removing
moisture from the material. The co-product (pink shrimp cephalothorax) was ground
in a food processor and then dehydrated at temperatures of 70, 80 and 90 °C, and
later, conducted to an ASX extraction step using palm olein as a solvent at
temperatures of 50, 60 and 70 °C. In carrying out the ASX extraction with enzymatic
hydrolysis and UAE, the effects of the enzyme type (alcalase, flavourzyme and a
mixture of alcalase and flavourzyme in a ratio of 1:1, v/v), enzyme concentration (0.2;
0.4; 0.6 and 0.8 % relative to the sample mass) and hydrolysis time (0, 60, 90 and
120 minutes). Alcalase was the most efficient enzyme, whose action culminated in
the extraction of almost 70 % of the relative content of ASX of the sample. The ASX
content was significantly and positively affected by the enzyme concentration

(p<0.05) for all the enzymes, but the hydrolysis time was only partially significant.

Keywords: carotenoids, spouted bed, fatty acid, palm olein, enzyme, ultrasound-

assisted extraction.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui inUmeros ecossistemas que contribuem positivamente
para a atividade pesqueira, como 12 % da agua doce do planeta e um litoral de
aproximadamente 8,5 mil quilometros, além de 5,5 milhdes de hectares de agua
doce que resulta em uma abundancia de biodiversidade tanto no mar quanto nos
rios e lagos. Esses fatores permitem que o Brasil se sobressaia como um dos mais
importantes paises nesta atividade (MPA, 2021). Dados da Food and Agriculture
Organization apontam que a captura mundial de camardo registrou novos maximos
em 2017 e 2018 com mais de 336.000 toneladas em cada ano (FAO, 2020). Na
costa norte do Brasil, a pesca industrial desembarcou 1.081 toneladas de camarao
no ano de 2010, onde o Farfantepenaeus subtilis representou praticamente a
totalidade das espécies capturadas (ARAGAQ; SILVA; CINTRA, 2015).

Entretanto, o uso dessa matriz abundante da pesca como fonte de
proteina resulta também em uma grande quantidade na geracao de coprodutos, pois
no segmento de pescados no Brasil, em média, 50 % do volume total da matéria-
prima € aproveitado para o consumo humano, ou seja, 0os outros 50 % sao
descartados, muitas vezes, sem nenhuma finalidade. Frequentemente, esses
coprodutos sdo dispostos de forma incorreta acarretando sérios problemas de
sanidade das instala¢des industriais e contribuem para a contaminagdo ambiental,
pois trata-se de um material facilmente deterioravel (SANCHEZ-CAMARGO et al.,
2012).

E importante mencionar que o termo coproduto, comumente classificado
como residuo na industria alimenticia, refere-se a todos os subprodutos e sobras do
processamento dos alimentos que ainda apresentam valor nutritivo e sao
relativamente de baixo valor econémico (JAYATHILAKAN et al., 2012). E também
importante destacar que no aspecto regional, durante o processamento do camarao-
rosa, na etapa de descabecamento, descasque e remocdo da extremidade da
cauda, € descartada uma grande quantidade de matéria solida, e esse volume sélido
corresponde & aproximadamente 40 % do peso do crustiaceo (SANCHEZ-
CAMARGO et al., 2012; SILVA et al., 2021).

Sob o ponto de vista nutricional, o pescado é reconhecidamente uma

excelente fonte proteica, e ainda que considerada a variagdo entre as espécies, 0



16

teor € sempre alto, da ordem de 15 a 25 %, sendo que a proteina encontrada nos
pescados apresenta maior digestibilidade em relagdo a proteina de mamiferos e
aves (GUZMAN, 1994; HUA et al., 2019). Entre os pescados, o camar&o surge néo
s6 como uma potencial fonte proteica, mas também como fonte de calcio, vitaminas,
pigmentos (carotenoides) e uma infinidade de compostos volateis (HEU; KIM;
SHAHIDI, 2003; TRUNG; PHUONG, 2012). Entretanto, fatores como o
desenvolvimento tecnoldgico, a tendéncia crescente da globalizacdo da economia e,
principalmente a exigéncia do consumidor, que incorporou novos valores as suas
preferéncias alimentares, fizeram com que as induUstrias de alimentos no Brasil
adotassem a atitude de inovar e aprimorar o processo de desenvolvimento de novos
produtos a partir de coprodutos (NIRMAL et al., 2020).

Uma possivel alternativa de agregacao de valor para este material é a sua
utilizac@o para extrair pigmentos carotenoides, ja que existe potencial tecnoldgico e
demanda pelas industrias de alimentos, farmacéutica, de cosméticos e de racao
animal. Esses pigmentos estdo presentes em crustaceos como camarao, lagosta e
caranguejo, sendo a astaxantina (ASX) o carotenoide encontrado em maior
abundancia (OGAWA et al., 2007; PATTANAIK et al., 2019). A ASX € o biocomposto
que confere a coloracdo rosa-avermelhada de alguns peixes, crustaceos, aves,
plantas e microrganismos, apresentando atividade de eliminar radicais livres e
protecdo contra a peroxidacdo de lipidios e danos causados pela oxidacdo das
membranas celulares e tecidos. Ela ndo é sintetizada por animais e a sua obtencao
se da através da alimentacdo, por isso, € crescente 0 seu uso como alimento
funcional e suplemento farmacéutico (MEZZOMO et al., 2011). Uma das
caracteristicas mais relevantes da ASX é a sua atividade antioxidante, que tem sido
referida na literatura como maior do que da vitamina E, p-caroteno e zeaxantina
(MORTENSEN et al., 1997).

No entanto, a extracdo de biocompostos € uma das etapas mais criticas
nas pesquisas com produtos naturais, pois a sua eficiéncia depende de varios
parametros, como o tipo de composto a ser extraido, tipo de solvente extrator,
método de extracdo, entre outros. Uma caracteristica marcante nos tradicionais
processos de extracdo é o uso de solventes organicos derivados do petrdleo. E
interessante mencionar as preocupacdes ambientais e de salde nos segmentos
alimenticios pelo uso desse tipo de solventes nas etapas de extracéo e purificacdo

de biocompostos. Orgdos como a American Oil Chemists’ Society e a International
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Union of Pure and Applied Chemistry, vém se atentando com a substituicdo do n-
hexano, acetonitril, entre outros solventes, nas etapas de isolamento de compostos
bioativos. Estudos feitos por esses o6rgdos, apontam que durante a etapa de
recuperacdo do solvente, podem ocorrer problemas de transformacéo oxidativa dos
extratos danificando a qualidade final do produto (YARA-VARON et al., 2016;
CHEMAT et al., 2019). A United States Department of Agriculture, para efetuar a
certificacdo de alimentos organicos estabelece que os ingredientes empregados na
composicao do produto ndo poderéo ter sido submetidos, direta ou indiretamente, a
etapas envolvendo solventes derivados do petroleo (USDA, 2021). Para superar
essas e outras limitacdes dos métodos convencionais de extracdo na obtencdo de
extratos de produtos naturais, novas e promissoras técnicas de extracdo vém sendo
estudadas, tais como, extracdo assistida com enzima e extracdo assistida por
ultrassom.

Essas técnicas, quando associadas ao uso de solventes de fontes
renovaveis, sdo consideradas como técnicas de Extracdo Verde (EV), que se
enquadram nas normas postas pela Environmental Protection Agency, 6rgdo dos
Estados Unidos que atua no reconhecimento de processos ambientalmente corretos.
Neste contexto, a literatura cientifica referente aos processos de EV de
biocompostos vem fazendo uma ampla referéncia ao emprego de alguns solventes
alternativos tais como 6leos vegetais e CO2 que sdo solventes derivados de fontes
renovaveis. Cabe também destacar que entre os processos de EV, a técnica de
hidrélise enziméatica com enzimas proteoliticas vem sendo largamente utilizada
(CAHU et al., 2012; SILA et al., 2014; KETNAWA et al., 2016). Essa técnica tem
como principio promover a ruptura estrutural do coproduto e pode ser uma
alternativa promissora para separar 0os biocompostos de interesse sem comprometer
o valor nutritivo, mantendo as propriedades bioquimicas que ressaltam as
qualidades do produto, e viabilizando a sua comercializagdo a custos elevados para
um mercado selecionado (GBOGOURI et al., 2004).

A ASX existe principalmente em associagcdo com outros compostos
devido as suas caracteristicas especificas de ligacdo, formando um complexo
guimico com proteinas (caroteno-proteinas) ou lipoproteinas (caroteno-lipoproteinas)
situados principalmente no cefalotérax do camardo (HIGUERA-CIAPARA; FELIX-
VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006) e a aplicacdo de um tratamento com enzimas

proteoliticas permite a quebra da ligacdo desses complexos, facilitando a extracao
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da ASX através da melhoria do acesso do solvente ao pigmento (BABU,
CHAKRABARTIB; SAMBASIVARAO, 2008).

Outra alternativa as técnicas convencionais para a extracdo de ASX é a
extracdo assistida por ultrassom, que tem sido amplamente aplicada pela sua
eficiéncia e alta taxa de extracdo (ORIO et al., 2012). Associado a esse fator, este
método também apresenta outras vantagens na obtencgdo de extratos naturais como,
a simplicidade do equipamento, economia no custo inicial, reducdo do tempo e da
temperatura de extracao e reducédo da quantidade de reagentes (ROY et al., 2020).

Outro importante aspecto na viabilidade do aproveitamento deste tipo de
coproduto esta relacionado a sua conservacao e seu armazenamento. Em geral, o
processo de extracdo de biocompostos a partir de coprodutos € antecedido por um
processo de remocado de umidade. Geralmente nessa etapa sdo empregados
secadores do tipo estufa ou liofilizador, que demandam muito tempo, sendo esta
altima, um processo de custo elevado (PARJIKOLAEI et al., 2015). Um processo
alternativo de remocao de agua é a secagem em leito de jorro, que € uma técnica
relativamente simples, de baixo custo e com tempos de secagem bem inferiores aos
processos de secagem em estufa e liofilizagdo. Além disso, esse sistema também ja
vem sendo utilizado na desidratacdo de materiais termo sensiveis com sucesso
(ARAUJO et al., 2015).

Levando-se em consideracdo a conservacdo, a extracdo e a questao
ambiental envolvida, e sendo o coproduto do processamento do camaréo-rosa uma
fonte potencial de compostos bioativos, € necesséario que se realizem estudos
acerca do aproveitamento desse material para a producéo de ingredientes com valor
agregado e que possam ser aplicados industrialmente.

Nesse contexto, este trabalho foi dividido em duas etapas a saber: i)
realizou-se o estudo sobre os efeitos da secagem em leito fluidizado do tipo jorro
com a presenca de particulas inertes na recuperacdo do carotenoide ASX oriundo
do cefalotérax do camaréo-rosa (coproduto) e ii) a extragdo do carotenoide ASX do
coproduto com aplicacdo das técnicas de extracao assistida com enzima e extracao
assistida por ultrassom (técnicas nao-convencionais). Cabe destacar que as duas
etapas foram aplicadas com o uso do conceito de extracdo verde para tornar os
produtos mais atrativos, favorecendo a sua utilizacdo principalmente como

ingrediente alimentar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral o estudo da secagem em leito de
jorro do cefalotérax do camardo-rosa, bem como analisar os efeitos da hidrolise
enzimatica e do ultrassom na extracdo do carotenoide astaxantina a partir do

coproduto gerado pela industria de processamento de camaréo-rosa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i.  Caracterizar o coproduto do camaréo-rosa;

ii. Aplicar a secagem em leito de jorro no coproduto do camardo-rosa
e estudar a influéncia dos parametros térmicos e fluidodinamicos
do processo de secagem no teor de astaxantina do coproduto em
po;

iii. Realizar a modelagem matematica da cinética de extracdo da
astaxantina do coproduto em po;

iv. Estudar o efeito da hidrélise enziméatica na recuperacdo da
astaxantina do coproduto do camaréo-rosa, utilizando extracao
assistida por ultrassom;

v. Avaliar a qualidade dos produtos obtidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O CAMARAO-ROSA: PRODUCAO E PROCESSAMENTO

O camarao-rosa €, na verdade, uma denominacdo genérica para trés
distintas espécies (Farfantepenaeus paulensis, Farfantepenaeus brasiliensis e
Farfantepenaeus subtilis) da familia Penaeidae (Figura 1), porém, as mesmas sao
muito similares em aparéncia. Estas espécies vivem em regifes arenosas e lodosas
nas enseadas de pouca profundidade ou ao longo da costa (dguas tropicais e
subtropicais do Atlantico), formando grandes grupos, principalmente no seu periodo
reprodutivo. Geralmente se alimentam de algas, planctons ou matéria organica em
decomposicdo nos fundos arenosos (RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2006).

TR

Figura 1. Camarao-rosa (Farfantepenaeus subtilis)

Fonte: FAO (2018)

A pesca extrativa de camardes marinhos no Brasil € uma das atividades
de maior importancia no cenario pesqueiro nacional, onde o Estado do Para € um
dos principais produtores nacionais. Grande parte desta producédo € destinada ao
mercado externo (Japdo, EUA e Europa) na forma de caudas congeladas (DIAS-
NETO, 2011; ARAGAO; SILVA; CINTRA, 2015).

Na etapa do processamento, varias partes deste crustaceo séao
descartadas, tais como o cefalotérax e as ple6podes (Figura 2), gerando assim uma
grande quantidade de residuo sdlido. Os camardes apresentam o corpo dividido em
duas partes: cefalotérax e abdébmen. O cefalotérax € constituido por varios
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7z

segmentos que formam uma peca Unica, e o abdémen é constituido por seis

segmentos seguidos de uma estrutura pontiaguda (AMIGUET et al., 2012).

Cefalotdrax Abddémen

Ruostro

Anténulas

Antenas

E— -‘-"'Pﬁ-eol’ﬁdes.

Lrdpodes

Figura 2. Aspectos da morfologia externa do camaréo

Fonte: Soares (2013)

O corpo deste animal é alongado e achatado lateralmente e revestido por
um exoesqueleto formado basicamente por quitina e sais de calcio. A extremidade
anterior do cefalotérax apresenta um prolongamento em forma de espinho, o rostro,
ao longo do qual se encontram estruturas dentadas em sua superficie superior e
inferior. Abaixo do rostro estdo localizados os pedunculos oculares (RIBEIRO-
COSTA; ROCHA, 2006).

De acordo com o boletim informativo do Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA) de dados estatisticos referentes a pesca, no Brasil, a producdo pesqueira
apresenta um quadro onde a pesca marinha foi a principal fonte de pescado em
2010, sendo a costa norte do Brasil uma das mais produtivas do pais e responsavel
por 29 % do total do pescado brasileiro (MPA, 2012). Associado a esse crescimento
na producdo, é importante levar em consideracao que a quantidade de residuos, por
consequéncia, também se eleva, gerando assim, sérios problemas de sanidade das
instalagdes industriais e contribuindo para a contaminagdo ambiental, pois trata-se
de um material facilmente deterioravel (NIRMAL et al., 2020; SILVA et al., 2021).

Quando depositados em aterros, esses residuos sdo responsaveis pela
formacado de lixiviados e gases provenientes da fermentagdo dos compostos
organicos, promovendo poluigcdo, mau cheiro e proliferacdo de vetores de doencas,
como insetos e ratos. A Figura 3 exibe residuos do processamento de camaréo

sendo depositados em um aterro sanitario. Cabe também destacar que esse
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material, quando jogado no mar ou em rios, liberam odores desagradaveis,
proporcionam a proliferagdo exagerada de algas e tornam-se um grande passivo
ambiental (HONORATO, 2006).

Figura 3. Residuos de camardo descartados em um aterro sanitario

Fonte: John (2012)

O aumento da pressdo pela conservacdo dos ecossistemas e a
preocupacdo cada vez maior dos consumidores com a qualidade ambiental dos
produtos tém conduzido as empresas processadoras de camardo a reconsultarem
suas estratégias no que diz respeito ao destino dos seus residuos. Alguns trabalhos
disponiveis na literatura reportam o uso de cabecas de camardo para a obtencéo de
hidrolisados proteicos, quitina e quitosana (GILDBERG; STENBERG, 2001),
carotenoides (SACHINDRA; BHASKAR; MAHENDRAKAR, 2006, BABU,;
CHAKRABARTIB; SAMBASIVARAO, 2008) e glicosaminoglicanos (BRITO et al.,,
2008). Cabe aqui destacar que o cefalotérax do camardo-rosa € uma importante
fonte natural de ASX, podendo ser uma alternativa ao carotenoide sintético usado na
formulag&o de racdes para a aquicultura, além do enorme potencial de aplicagdo nas
industrias alimenticia e farmacéutica (SACHINDRA; MAHENDRAKAR, 2005;
SACHINDRA; BHASKAR; MAHENDRAKAR, 2006).

3.2 CAROTENOIDES

Os carotenoides constituem o0 grupo de pigmentos organicos mais

difundidos na natureza e séo responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha.
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Esses pigmentos sdo muito empregados nas industrias alimenticia, farmacéutica, de
cosméticos e de racdo animal. Na natureza sdo conhecidos aproximadamente 600
carotenoides, que sao divididos em dois grandes grupos: 0s carotenos, que Sao
hidrocarbonetos, e as xantofilas, que sdo compostos organicos que possuem grupos
funcionais oxigenados. Desses dois grupos, cerca de 70 podem ser encontrados nos
alimentos, como por exemplo, o B-caroteno, a luteina, a zeaxantina, o licopeno e a
astaxantina (GOMES, 2007; MERHAN, 2017).

Essa classe de compostos organicos ndo pode ser sintetizada pelos
mamiferos, porém podem ser absorvidos através da dieta. Sao capazes de sintetizar
carotenoides os microrganismos nao fotossintéticos como fungos e leveduras, as
algas, as bactérias e as plantas (OGAWA et al., 2007; YARA-VARON et al., 2016;
0oGUZ, 2017).

Os carotenoides sao incorporados na alimentagdo humana principalmente
através de vegetais, onde se situam em raizes, folhas, talos, sementes, frutas e
flores. Além disso, alguns pescados e seus derivados podem ser utilizados na
obtencdo destes pigmentos. Na industria de alimentos, os carotenoides podem
exercer uma dupla funcéo: i) colorir os alimentos incolores ou uniformizar sua
coloracdo, de maneira a torna-los mais atrativos aos olhos dos consumidores e ii)
enriquecer nutricionalmente os alimentos. Na Tabela 1 estdo relacionados alguns
dos carotenoides usados para este fim (HAMERSKI; REZENDE; SILVA, 2013).

Tabela 1. Nomes triviais e sistematicos de alguns carotenoides

Nome Trivial Nome Sistemaéatico

Astaxantina  3,3’-dihidroxi-f3,3-caroteno-4,4’-diona

Cantaxantina B,B-caroteno-4,4’-diona
Bixina y-carotenodidico
B-caroteno B,B-caroteno
Licopeno Y-y-caroteno
Zeaxantina B,B-caroteno-3,3’-diol

Fonte: Hamerski, Rezende e Silva (2013)

Diversos estudos também demonstram que 0s carotenoides possuem

atividades biolégicas importantes, destacando-se a prevencdo de doencas
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inflamatdrias e neurodegenerativas onde espécies reativas possuem papel
fundamental no seu desenvolvimento, como por exemplo, arteriosclerose, catarata,
esclerose multipla, cancer, mal de Alzheimer, degeneracdo macular e doencas
cardiovasculares (MALDONADE et al., 2007; AKSU; EREN, 2007).

Em crustaceos, os carotenoides estdo presentes na forma de complexos
proteicos (caroteno-proteinas e caroteno-lipoproteinas), principalmente na carapaca,
apéndices toracicos, sangue, olhos, ovos, hepatopancreas e ovario. Assume-se que
os carotenoides em crustaceos apresentam varias funcdes relevantes no processo
biolégico como reproducdo, incubacdo, crescimento e estabilidade de proteinas
(NEGRE-SADARGUES et al., 2000). No esquema da Figura 4 ¢ possivel visualizar
as etapas da biossintese de transformacdo da astaxantina a partir de um bloco de
construcdo precursor comum a todos, que geralmente sdo o0s isoprendides
(SATHASIVAM; K1, 2018).
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Figura 4. Via de bioconverséo dos carotenoides

Fonte: Sathasivam e Ki (2018)
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O hepatopéncreas de espécies carnivoro-necrdfagas, como crustaceos, €
um orgdo marcadamente pigmentado. A ocorréncia de carotenoides na epiderme
recobrindo os olhos esta associada a estocagem de pigmentos de origem alimentar,
indicando uma funcéo fisiolégica determinada (NEGRE-SADARGUES et al., 2000).
No exoesqueleto de varias espécies de crustaceos sdo encontradas também as
proteinas pigmentadas denominadas crustacianinas, em que a sua coloracdo esta
interigada ao carotenoide ASX. Com o tratamento térmico, a desnaturacdo da
proteina o libera e a sua cor avermelhada se revela, sendo que estes carotenoides
livres absorvem luz em comprimento de onda entre 400-500 nm (HIGUERA-
CIAPARA; FELIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006).

Cabe também destacar algumas funcbes conhecidas dos carotenoides
como a absorcao de luz, a atividade antioxidante, a atividade anticancerigena, o
transporte de oxigénio e a atividade provitaminica, além de possuir carater lipofilico,
portanto sdo insoluveis em agua (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; MERHAN, 2017).

3.2.1 Astaxantina (ASX)

A ASX (3,3’-dihidroxi-f3,B-caroteno-4,4’-diona) é um oxicarotenoide de cor
vermelho-alaranjado de férmula CaoHs204 e peso molecular 596,86g/ mol. E o
carotenoide mais abundante no ecossistema marinho e presente em alguns peixes
como salméo e truta, bem como na maioria dos crustdceos como em camardes,
caranguejos e lagostas. Na forma cristalina e pura, esta aparece como um p6 fino de
coloracdo escura violeta amarronzada. Seu ponto de fusdo € aproximadamente 224
°C. E insoltvel em solucdo aquosa mas pode ser dissolvida a temperatura ambiente
em diclorometano, cloroférmio, acetona, dimetilsulféxido e outros solventes nao
polares (JOHNSON; AN, 1991; OGUZ, 2017).

Dependendo da sua origem, a ASX (Figura 5) pode ser encontrada na forma
livre ou conjugada com outros compostos como proteinas ou esterificada com um ou
dois acidos graxos, 0s quais estabilizam a molécula. A ASX na forma livre é
considerada como instavel e extremamente sensivel a fatores como luz, oxigénio,
acidez e calor (GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003; HUSSEIN et al., 2006).
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Figura 5. Estrutura molecular da astaxantina

Fonte: Kopsel et al. (2005)

A aplicacdo da ASX é de grande importancia também nos segmentos de
avicultura e aquicultura, onde € principalmente utilizada como aditivo em racdo, em
funcdo de sua acdo como corante (GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003). Na
avicultura, a ASX pode ser utilizada na pigmentacdo da carne de aves e da gema de
ovos. Na aquicultura, a producdo em cativeiro de peixes (salmdao, truta) e crustaceos
(lagosta, camarédo), para os quais a coloracdo da carne e/ou carapaca é um fator
determinante na aceitacdo pelo consumidor e no preco final do produto, a ASX é
adicionada na alimentagcédo. Outras funcbes da ASX no organismo desses animais
incluem: agéo antioxidante, precursor hormonal, melhora da imunidade, reproducéo,
crescimento, maturacdo e foto-protecdo (LORENZ; CYSEWSKI, 2000; OROSA et
al., 2005).

Cabe destacar que grande parte da ASX suplementada na dieta do
pescado oriundo da aquicultura era fornecida pela rota sintética, segundo Higuera-
ciapara, Felix-Vanenzuela e Goycoolea (2006). Entretanto, o crescimento na
demanda de alimentos mais naturais e o0s altos custos dos pigmentos sintéticos tém
estimulado a pesquisa de fontes naturais de ASX com potencial industrial. Associado
a isso, é importante destacar que a sintese quimica da ASX é complexa e de
elevado custo devido a presenca de centros quirais na sua estrutura molecular
(CHOCIAI et al., 2002; JEON; CHO; YUN, 2006; SANCHEZ-CAMARGO, 2011).

Sob o aspecto nutricional, estudos clinicos reportam que a ASX possui
elevada atividade antioxidante, ou seja, possui a capacidade de remover radicais
livres de um sistema e destruir o oxigénio singleto, diminuindo assim os sérios danos
celulares causados por essas espécies (RIBEIRO et al., 2005; SOWMYA,
SACHINDRA, 2011). Estudos tém demonstrado que a ASX possui atividade
antioxidante muito maior do que outros carotenoides como a zeaxantina, a luteina, a
cantaxantina, o B-caroteno e o a-tocoferol (NIELSEN et al., 1996; NAGUIB, 2000;
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CHOCIAI et al., 2002; FRANCO-ZAVALETA et al., 2010; MESQUITA; TEIXEIRA,
SERVULO, 2017).

E importante mencionar que a ASX também tem demonstrado efeitos
benéficos na reducdo do risco de diversas doencas como cancer, hipertensao,
disfungéo cardiovascular, catarata, colesterol, dispepsia, obesidade, inflamagbes
cronicas, Alzheimer e Parkinson (GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003; HUSSEIN
et al.,, 2006; HIGUERA-CIAPARA; FELIX-VANENZUELA; GOYCOOLEA, 2006;
MEZZOMO et al., 2015).

3.3 PRE-TRATAMENTO DO COPRODUTO DO CAMARAO-ROSA

Com intuito de facilitar o processo de recuperacdo da ASX e
consequentemente obter maiores rendimentos de extracdo, alguns pré-tratamentos
importantes vém sendo efetuados, devido principalmente a composicdo e outras
peculiaridades desse tipo de coproduto, como a elevada umidade e forte associagao
entre a ASX e outras macromoléculas presentes no cefalotérax do camardo. Alguns
desses pré-tratamentos sdo: reducédo de tamanho, coccdo, secagem, e classificacédo

granulométrica.

3.3.1 Secagem

Secagem é uma operacgao unitaria que envolve transferéncia simultanea
de calor e massa, que pode ainda abranger a transferéncia de quantidade de
movimento. Nesta operacao ocorre a remoc¢ao de agua de uma matriz (MUJUNDAR,
1987; DINCER; ZAMFIRESCU, 2016; ARAL; BESE, 2016).

Dependendo da espécie de camaréo, a umidade do coproduto representa
cerca de 75 % de sua composicdo centesimal (GILDBERG; STENBERG, 2001) e a
secagem dessa matriz € importante para determinados processos de extracdo pois
proporciona maior superficie de contato entre o soluto e o solvente, favorecendo os
processos de difusdo e intensificando a transferéncia de massa (KAKUDA,;
KASSAM, 2006; SAHENA et al., 2009). Mezzomo et al. (2011) e Seabra et al. (2014)

realizaram a extracdo de ASX de coproduto de camaréao in natura e desidratados e
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verificaram que o rendimento de extracdo de ASX nos coprodutos secos foi bem
maior do que nas amostras sem o prévio tratamento de secagem.

Cabe ressaltar que na maioria dos estudos sobre a extracdo de
carotenoides a partir de camardo, a preparacdo do coproduto desse crustaceo,
visando a remoc¢ao de agua, geralmente sdo efetuadas empregando-se a liofilizacédo
(HANDAYANI; INDRASWATI; ISMADJI, 2008; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2011
2012; PARJIKOLAEI et al., 2015; TSIAKA et al., 2015) e a secagem convectiva em
estufa (MEZZOMO et al., 2011, 2013; CORREA et al., 2012; SEABRA et al., 2014).

Porém, é importante mencionar que o custo da operacdo € um fator critico
na viabilizacdo do produto final e para escolher o secador mais apropriado deve-se
responder algumas perguntas no que se refere aos aspectos de custo do
equipamento e do processo, facilidade de uso do equipamento, tempo do processo,
tamanho da unidade de processamento, facilidade de manuseio do produto e a
qualidade do mesmo (KIRANOUDIS; MAROULIS; MARINOS-KOURIS, 1996;
HONORATO, 2006).

A liofilizacdo é um processo de secagem muito utilizado na area de
alimentos e de farmacos que consiste na sublimacdo da agua presente no alimento
a baixas temperaturas e sob vacuo. Por isso, o0 material a ser seco deve ser
previamente congelado (ORREGO-ALZATE, 2008). O processo de liofilizacdo é
caracterizado por trés estagios: estagio de congelamento (o alimento torna-se
completamente sélido a temperaturas inferiores ao seu ponto de inicio de
congelamento); estagio de secagem primaria (a dgua congelada é removida por
sublimacéo) e estagio de secagem secundaria (um leve aquecimento promove a
dessorcédo da agua ligada) (SNOWMAN, 1997; BEZERRA, 2014).

Uma das maiores limitacbes do processo de liofilizacdo € o longo tempo
de secagem, causado pelo baixo desempenho de transferéncia de calor no interior
do material, e as baixas pressbes de trabalho, que fazem com que o principal
mecanismo de transferéncia de calor seja a radiacao, ja que existe pouca convecgao
e uma baixa conducdo entre as superficies de contato sob vacuo (HAMMAMI,
RENE, 1997). Devido a isso, uma grande quantidade de energia para a sublimac&o
e para a remocao do vapor de agua da camara é requerida, fazendo com que o
processo se torne caro. Somado a isso, 0 custo do equipamento também é elevado.

A partir de uma visao industrial, deve-se buscar outras técnicas de secagem com
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custo mais baixo, com curto tempo de processo, mas que produzam materiais de
qualidade semelhante (ROSA et al., 2008).

A secagem em estufa € um dos métodos mais utilizados na area de
alimentos e consiste na remocao de agua através do aquecimento da matriz a ser
seca. Nesse tipo de secador, o alimento é colocado em bandejas ou em outros
acessorios similares, sendo exposto a uma corrente de ar quente em ambiente
fechado. O ar quente transfere calor para a superficie solida do alimento a ser seco
através de conveccado. Posteriormente, por conducao, ocorre a troca de calor entre a
superficie aquecida e o centro do material, devido ao gradiente de temperatura que
existe entre estas duas regides (OLIVEIRA; BRANDAO; SILVA, 2016).

Apesar de o0 equipamento ser barato e o método ser simples, a eficiéncia
do processo depende de um bom controle da temperatura, da movimentacédo do ar
dentro da estufa, do tamanho e espessura da amostra e da posicdo da amostra
dentro da estufa. As principais desvantagens da secagem em estufa sao o longo
tempo de secagem (devido a lenta transferéncia de calor causada pela baixa
difusividade térmica dos alimentos) que causa um alto consumo energético; ndo
sendo recomendavel para amostras com elevado conteddo de umidade e termo
sensiveis, pois pode causar a degradacdo de alguns compostos presentes nos
alimentos (PASTORINI; BACARIN; ABREU, 2002; OLIVEIRA; BRANDAO; SILVA,
2016).

Alguns estudos apresentados na literatura sugerem as seguintes
condi¢cbes na secagem em estufa de coproduto de camardo para posterior extracao
de carotenoides a saber: Mezzomo et al. (2011) efetuaram a secagem de coproduto
de camardo na temperatura de 60 °C por 5 horas para reduzir a umidade do produto
a 46,30 %. Correa et al. (2012) aplicando temperatura de 60 °C e tempo de 12 horas
reduziu a umidade do produto a 8,75 %. Mezzomo et al. (2013) submetendo
coprodutos de camaréo a temperatura de 60 °C por 10 horas conseguiram reduzir a
umidade do produto a 11,21 % e Seabra et al. (2014) empregando temperatura de
70 °C ao longo de 8 horas conseguiram reduzir a umidade do produto a 8,9 %.

Outra alternativa de processo de secagem € através do equipamento leito
de jorro, que vem sendo apresentado na literatura, como uma o6tima técnica para a
secagem de pastas e suspensdes, produzindo produtos em pd com alta qualidade e
com baixo custo (SOARES; PEREIRA, 2020). A primeira utilizagdo desta técnica foi

na secagem de trigo por Gishler e Mathur, em 1954, no National Research Council
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no Canada. Em funcdo dos estudos que comprovam a sua eficicia na desidratacéo
de produtos termicamente sensiveis, essa técnica vem sendo bastante utilizada na
secagem de produtos farmacéuticos e alimenticios e quando comparado com outras
técnicas, destaca-se por apresentar uma alta taxa de transferéncia de massa e calor
e curto tempo de residéncia da amostra no leito (PABLOS et al., 2018).

O leito de jorro utiliza a fluidizagdo com contato liquido-gas, que devido a
sua grande flexibilidade de operacéo tornou-se Util e competitivo para a secagem de
graos, porém, seu uso ampliou-se para a secagem de produtos umidos como as
pastas e sélidos em suspensédo (SOARES; PEREIRA, 2020).

O leito de jorro geralmente é formado por uma coluna cilindrica com base
cOnica. A parte inferior dessa base possui uma abertura cujo diametro € reduzido em

relacdo ao diametro da coluna cilindrica, como mostra a Figura 6.

/R_EGLELO DA FONTE

o
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REGIAQ DE JORRO

ENTRADA DE AR

Figura 6. Esquema fluidodindmico de funcionamento do secador leito de jorro

Fonte: Duarte (2006)

A entrada do agente secante, que normalmente é o ar, ocorre pela parte
inferior da base conica e o equipamento deve operar com particulas inertes sélidas
com diametro (Dp) superior a 3 mm. Na Figura 5 é possivel visualizar a formagéo de
trés regides distintas a saber: (i) regido central (jorro), onde ocorre o transporte
pneumatico das particulas devido a grande velocidade do fluido injetado no sistema;
(i) regido da fonte, segmento acima do leito, onde as particulas oriundas da regido

central se movimentam em regime desacelerado, como em uma fonte; (iii) regiao
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anular, onde as particulas oriundas da fonte caem e deslizam para parte inferior do
leito até alcancar a regido de jorro novamente.

Cabe destacar que a secagem de pasta e suspenséao pelo uso da técnica
de leito de jorro envolve necessariamente a utilizacdo de um leito de particulas
inertes, o que resulta na obtencdo de um produto em po finamente disperso ou até
particulados com Dp>5 mm e Dp<l0 pum (FREIRE et al., 2011; NIKSIAR;
NASERNEJAD, 2017).

O processo de secagem de suspensdes em leito de jorro com particulas
inertes ocorre quando a pasta ou suspensao que foi injetada no leito recobre as
particulas e é seca pelo ar quente. A alimentacdo da suspensao pode ser feita na
base do leito ou acima da regido anular e de jorro, através de injetores (FREIRE,
1992; FREIRE et al., 2011). As particulas inertes, em contato com a alimentacéo sao
recobertas por uma fina pelicula de suspensdo e a evaporacdo da agua nessa
pelicula ocorre a medida que os inertes circulam no interior do leito. Ao passar do
estado elastoplastico para o elastofragil, a pelicula de suspenséo torna-se fragil e
fridvel em razdo das colisdes entre as particulas, favorecendo a abrasao da particula
seca e a elutriacdo das particulas finas. O p6 formado é arrastado pela corrente de
ar e separado em ciclones ou sistemas de filtro (PASSOS et al., 1997; SOARES;
PEREIRA, 2020). As particulas inertes, livres do produto, recirculam no leito, sendo
novamente recobertas por suspensao.

Cabe ressaltar que o processo ciclico de deposi¢do, secagem e quebra
das particulas e a elutriacdo dos finos, ocorrem continuamente sempre que a
temperatura do leito, para um dado fluxo de alimentacdo, seja mantida
suficientemente elevada para que a proporcao de particulas Umidas e pegajosas no
leito, em condi¢des estacionarias, seja pequena e o movimento do leito de particulas
ndo se desestabilize pela aglomeracdo de particulas Umidas (FREIRE, 1992,
PASSOS et al., 1997; CUI; GRACE, 2018).

3.3.2 Coccao

A literatura cientifica destaca que determinados nutrientes existentes em
determinada matriz alimentar podem ser mais facilmente disponiveis no momento da

extracdo quando a mesma € submetida a um tratamento térmico como a cocgao.
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Entretanto, esses estudos alertam que o valor nutricional dos alimentos depende de
muitos dos métodos de cocgdo e da intensidade aplicada, pois propriedades como a
aparéncia, cor, sabor e textura podem melhorar ou piorar dependendo da
adequacdo do tempo e da técnica utilizada (KALA; PRAKASH, 2006; KUMAR;
AALBERSBERG, 2006; BONGONI et al., 2014).

No estudo da extracdo de carotenoides dos cromoplastos de matrizes
alimenticias (cenoura e tomate), reportado por Palmero et al. (2014), os autores
relatam que ao tratar as fracbes de agrupamento de células (pequenas e grandes) a
temperaturas variando de 95 a 115 °C, foi obtida uma diminuigéo significativa da
bioacessibilidade in vitro de B-caroteno em comparacdo com a amostra crua, porém,
ao tratar a amostra a 125 °C foi obtido um valor semelhante de bioacessibilidade do
B-caroteno como na amostra crua. Isso pode indicar que, a essa intensidade
térmica, o p-caroteno se liberta do aprisionamento, confirmando que s&o
necessarias maiores intensidades de processamento térmico para superar 0
possivel aprisionamento por componentes da parede celular, levando a uma
reducdo do efeito de barreira da parede celular, e que a intensidade do tratamento
térmico é um fator importante a ser controlado para obter um aprimoramento da
bioacessibilidade do carotenoide.

Os métodos de coccao utilizados na area de alimentos se dividem em 3
grandes principios, séo eles: i) a conducédo, a qual é feita com calor seco, onde a
matriz alimenticia € exposta a um contato direto com uma superficie aquecida, ii) por
convecgdo onde o alimento fica exposto a um fluxo de calor umido (vapor) e iii)
radiacdo, que pode ser infravermelha ou micro-ondas, onde a energia € transferida
de uma fonte para o alimento por meio de ondas (MEJIDO, 2012; ARAUJO et al.,
2014). Cabe destacar que neste estudo aplicamos o método de coccdo por
conveccao com vapor sob presséo.

A preparacdo em calor umido por conveccao, é feita pela distribuicéo
homogénea de temperatura no alimento pela difusdo de zonas mais quentes onde a
energia esta em alta concentragdo, para as zonas mais frias, onde a energia € baixa,
sendo este meio por cocgcdo o mais utilizado para alimentos (AQUINO et al., 2011;
ARAUJO et al., 2014).

A literatura cientifica destaca que alguns alimentos possuem substancias
antinutricionais, que reduzem o valor nutritivo dos alimentos e que podem afetar a

digestibilidade, a disponibilidade, a absorcéo ou a utilizagdo do nutriente. Entretanto,
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se estes alimentos forem expostos a algum tipo de tratamento térmico em condi¢cbes
adequadas, o conteudo e a atividade do composto antinutricional pode ser reduzido,
uma vez que sao sensiveis ao aguecimento (OLAYIWOLA et al. 2009; APATA,
BABALOLA, 2012).

A cocgcdo por vapor destaca-se entre os métodos de coccdo por
convecgdo por conservar o valor nutritivo e as caracteristicas sensoriais dos
alimentos, visto que se perdem poucos nutrientes por lixiviacdo, pois o alimento,
geralmente, ndo entra em contato com o liquido. Quando se efetua a coccgéao por
vapor sob pressdo, a velocidade de aquecimento do alimento é muito maior,
facilitando a distribuicio homogénea de temperatura pela difusdo do calor e
reduzindo as perdas por dissolucdo (TOLEDO; CANNIATI-BRAZACA, 2008;

ARAUJO et al., 2014).

3.4 TECNICAS VERDES DE EXTRACAO

O desenvolvimento de procedimentos de extragdo que possibilitem a
utilizacao de solventes menos agressivos ao meio ambiente e ndo-toxicos a saude,
gue sejam usados em menor quantidade e sejam derivados de fontes renovaveis,
tém sido propostos em concordancia com o desenvolvimento da chamada quimica
verde (HERRERO et al., 2010; RODRIGUEZ-R0OJO et al., 2012).

Para superar as limitacbes dos métodos convencionais de extracdo na
obtencéo de extratos de produtos naturais, novas e promissoras técnicas vém sendo
estudadas visando o setor produtivo. Essas técnicas sdo conhecidas como técnicas
de extracdo ndo-convencionais, onde, o menor consumo de reagente e tempo de
extracdo sdo vantagens frequentemente pontuadas em comparacdo aos métodos
tradicionais.

Algumas das técnicas mais promissoras sdo: extracdo assistida por
ultrassom, extracdo assistida por enzima, extragcdo assistida por micro-ondas,
extracdo assistida por campo elétrico pulsado, extracdo com fluido supercritico e
extracdo com liquido pressurizado. Algumas dessas técnicas sdo consideradas
como extracdes verdes, ja que se enquadram nas normas estabelecidas pela
Environmental Protection Agency, 6rgdo oficial dos Estados Unidos para o

reconhecimento de processos ambientalmente corretos. No presente estudo serdo



34

utilizados como métodos de extracdo ndo-convencionais a extracdo assistida por

ultrassom e a extracdo assistida por enzima.

3.4.1 Extracao assistida por ultrassom (EAU)

O ultrassom é uma onda mecéanica que se diferencia do som audivel
pelos seres humanos por apresentar frequéncias maiores que 20 kHz (CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE; PERALBO-MOLINA, 2011; CHEMAT et al., 2011) e propaga-se
em meios sélidos, liquidos e gasosos (CASTRO; CAPOTE, 2007; SERRADILLA,;
CAPOTE; CASTRO, 2007). Um dos fendmenos produzidos quando o ultrassom se
propaga nos liquidos € o fenébmeno de cavitacdo (ESCLAPEZ et al., 2011).

A cavitacdo ocasiona a formacdo de cavidades, para onde os gases
dissolvidos no sistema migram, formando microbolhas que aumentam e diminuem
de tamanho, gerando ciclos de expansdo e compressdo até que as bolhas
implodem, liberando grande quantidade de energia e exercendo elevadas pressfes
préximas a regido da implosdo (CASTRO; CAPOTE, 2007; VEILLET et al., 2010;
CARCEL et al., 2010).

Na EAU, a presenca de materiais sélidos no sistema provoca uma
imploséo assimétrica das microbolhas gerando jatos que colidem com as superficies
sélidas e também ocasiona a circulacdo de liquidos, devido a turbuléncia gerada.
Essas colisbes fazem com que células sejam rompidas, facilitando a difusdo do
solvente extrator para o interior da matriz (CASTRO; CAPOTE, 2007; SHIRSATH et
al.,, 2012). Somando-se a isso, o calor liberado pelas implosées aumenta a
solubilidade dos analitos, favorecendo o aumento da eficiéncia da extracdo
(VEILLET et al., 2010). Assim, € possivel agitar a mistura e extrair os compostos em
um tempo muito mais curto que aqueles utilizados pelos métodos tradicionais de
extracdo, e ainda utilizar uma quantidade pequena de solvente (VILKHU et al., 2008;
CHEMAT et al., 2011).

A EAU tem sido bastante aplicada na extracdo de diversos compostos
bioativos presentes em diferentes matrizes. Khan et al. (2010) extrairam o0s
compostos fendlicos hesperidina e naringina de casca de laranja num periodo de 30
minutos empregando ultrassom. Ghafoor et al. (2011) obtiveram extratos com

elevada concentracdo de antocianinas a partir de casca de uva usando EAU e
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diferentes tipos de solventes. Araujo et al. (2013), utilizando EAU, efetuaram
extracdo de 6leo com elevada concentracdo de acido docosaexaenoico (DHA) a
partir de diferentes microalgas (Chaetoceros gracilis, Chaetoceros mulleri, Chlorella
vulgaris, Dunaliella sp., Isochrysis sp., Nannochloropsis oculata, Tetraselmis sp.,
Tetraselmis chui, Tetraselmis tetrathele e Thalassiosira weissfl ogii). Herrera e
Castro (2004) extrairam compostos fendlicos como rutina, naringina, naringenina e
quercetina a partir de morangos, com ciclos de 30 segundos, por meio do

desenvolvimento de método de EAU semiautomatico.

3.4.2 Extragé&o assistida por enzima (EAE)

A EAE é também considerada uma técnica verde e se beneficia das
vantagens dos processos de hidrolise enzimatica para ajudar na liberacdo de
compostos para o solvente de extracdo. Essa extracdo consiste no uso de enzimas
gue hidrolisam a membrana celular liberando o composto de interesse para 0 meio
aguoso, ocorrendo também a lise dos complexos moleculares lipoproteina e
lipopolissacarideo, liberando compostos que ndo sdo possiveis extrair por métodos
mecanicos (BAIANO, 2014; ARAUJO et al., 2019).

Na EAE a 4gua € empregada como meio reacional, por isso, essa técnica
€ uma alternativa promissora aos métodos convencionais de extracdo que
empregam solventes organicos (BAIANO, 2014; ASSANVO et al., 2016). A EAE esta
fundamentada principalmente na capacidade das enzimas de catalisar reagbes, com
especificidade e seletividade, em condi¢bes de incubacéo favoraveis a enzima. A
EAE apresenta vantagens em relacdo aos métodos de extracdo convencionais por
possuir apelo ecoldgico ja que nesta técnica ndo sao utilizados solventes organicos.
Além disso, o tempo gasto nas operacdes de hidrélise enzimatica pode ser menor,
pois neste caso, a etapa de remoc¢ao do solvente organico nao existe e o produto
final apresenta maior qualidade devido a auséncia de residuos de solventes
(GARDOSSI et al., 2010).

Entretanto, para obter razoavel eficiéncia do processo, € necessario
compreender parametros bioquimicos relacionados as enzimas, como modo de

acdo, propriedade catalitica, condi¢cbes Otimas de atuagdo e quais enzimas ou
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combinacdo delas sdo mais adequadas para a obtencdo dos compostos de
interesse (PURI; SHARMA; BARROW, 2012; KUMAR et al., 2017).

Devido as suas vantagens, a EAE tem despertado o interesse de varios
pesquisadores na busca por combinacbes de diferentes enzimas para agir na
desconstrucdo da parede celular de matrizes alimentares. No entanto, essa € uma
técnica que do ponto de vista da escala industrial apresenta limitacdes, devido ao
elevado custo para o processamento de grandes volumes de matéria-prima e a
disponibilidade de preparacdes enzimaticas, que podem nao hidrolisar
completamente as paredes celulares da matriz alimenticia (LIU et al., 2016).

Cabe ressaltar que a liberagcdo de compostos bioativos de células por
desconstrucdo enzimatica pode ser otimizada usando preparacdes enzimaticas
Gnicas ou combinadas (TEIXEIRA et al., 2013; ARAUJO et al., 2019). A combinacao
das enzimas amilase, celulase e protease foi mencionada (SHARMA; GUPTA, 2001;
FANG; MOREAU, 2014) por melhorar o rendimento da extragdo de 6leo a partir do
farelo de arroz e do trigo. A combinagao das enzimas a-amilase e celulase tem sido
usada para a recuperacao de acidos fendlicos a partir da cevada (YU; VASANTHAN;
TEMELLI, 2001).

Por fim, as enzimas podem ser de origem bacteriana, fingica, animal ou
vegetal e, para assegurar que haja um bom rendimento de extracdo, as condi¢des
operacionais como temperatura, tempo, pH e relacdo enzima-substrato necessitam
ser investigadas (KUMAR et al., 2017).

3.5 OLEO VEGETAL COMO SOLVENTE

A literatura cientifica destaca que os 6leos vegetais estdo se mostrando
como bons solventes para a extragdo de carotenoides. A grande vantagem é que
ndo € necesséaria a separacdo do Oleo comestivel do extrato final obtido (SUN;
TEMELLI, 2006; BORGUINI et al., 2020). Embora ndo existam padrdes oficiais para
0 uso dos Oleos vegetais como alternativa aos solventes a base de petroleo, esses
apresentam propriedades ideais de um solvente verde para minimizar os impactos
ambientais durante o seu ciclo de vida (CAPELLO; FISCHER; HUNGERBUHLER,
2007).
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Cabe ressaltar que 6leos vegetais tém sido usados com sucesso como
solventes para a extracdo de carotenoides de matrizes como crustaceos, cenouras
frescas e também na extracdo de aromas de manjericdio (HANDAYANI,
INDRASWATI; ISMADJI, 2008; PU et al., 2010; GARCIA-MARTINEZ et al., 2014).
Da mesma forma, os 6leos vegetais tém sido enriquecidos com diversos produtos
como aromas, polifendis, antioxidantes e pigmentos, que conferem aos 6leos melhor
estabilidade oxidativa e notaveis qualidades sensoriais. As extracdes com solventes
de Oleo vegetal tém sido associadas a varias tecnologias inovadoras como
ultrassom, micro-ondas e extracdo com fluido supercritico (MA et al., 2008; LI et al.,
2013; PADUANO et al., 2014).

Os dleos vegetais séo sistemas lipofilicos apolares cuja composicéo varia
consideravelmente de acordo com a sua origem, qualidade e métodos de obtencéo.
Comumente usados na industria alimenticia e em produtos cosméticos, também
podem ser aplicados em campos de extragdo como por exemplo, na obtencédo de
fitoquimicos bioativos a partir de recursos naturais (CHUTIA; MAHANTA, 2021). No
estudo realizado por Japon-Lujan e Castro (2008) foi notado que o uso de 6leos
vegetais como solvente e micro-ondas como método de extracdo proporcionaram
uma melhoria na eficiéncia de extracdo de compostos bioativos, sem que ocorresse

a degradacdo ou a contaminacao do 6leo.

3.5.1 Oleina de palma

No presente trabalho foi selecionada a oleina de palma para realizar as
extracBes devido as suas boas caracteristicas fisico-quimicas e também porque o
estado do Para é o maior produtor de 6leo de palma do Brasil (SANTOS et al.,
2017). A oleina € um produto obtido por fracionamento natural do 6leo de palma
refinado, que apesar de sua origem, possui propriedades fisicas que a diferem
apreciavelmente do 6leo refinado de palma. A temperatura ambiente a oleina
apresenta-se na fase liquida, podendo apresentar precipitacdo de triglicerideos de
maior ponto de fus@o caso seja armazenado em ambientes frios. Outra caracteristica
€ a capacidade de se misturar facilmente a qualquer outro Oleo de oleaginosas
(SANTOS et al., 2017; ABRAPALMA, 2021).
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A oleina de palma € extensamente utilizada em cadeias de fast-food para
frituras em geral. No preparo desses alimentos, por fritura em imersao, condi¢des
severas sdo utilizadas através de altas temperaturas. Sob tais condi¢cdes, um 6leo
liquido insaturado torna-se inadequado, a menos que seja hidrogenado, para
aumentar a sua estabilidade a oxidag¢éo. O uso da oleina de palma € preferido, pois
tem boas propriedades fisicas e maior estabilidade a oxidacdo em virtude da sua
composicdo de acidos graxos e antioxidantes naturais como o tocoferol, e também
por ser um processo mais vantajoso em funcdo do rendimento de extracdo de Oleo
de palma (DENPASA, 2021).

Cabe destacar também que a oleina de palma na sua composicao natural
em acidos graxos também requer uma minima modificagdo quimica para uso em
uma grande variedade de formula¢des alimenticias. Na Tabela 2 sdo apresentados

0s percentuais de alguns dos acidos graxos presentes na oleina de palma.

Tabela 2. Composicdo em acidos graxos da oleina de palma

Composicado em acidos graxos (%)

Acido Laurico (C12:0) 0,18 + 0,01
Acido Miristico (C14:0) 0,71 £ 0,07
Acido Palmitico (C16:0) 41,86 + 0,50
Acido Palmitoleico (C16:1) 0,14 + 0,03
Acido Estearico (C18:0) 4,86 + 0,06
Acido Oleico (C18:1) 42,09 + 0,42
Acido Linoleico (C18:2) 8,67 +0,12
Acido Linolénico (C18:3) 0,22 + 0,02
Acido Araquidico (C20:0) 0,37 £ 0,02

Fonte: Corsini et al. (2008)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Coproduto do camaré&o-rosa

O coproduto resultante do processamento do camardo-rosa
(Farfantepenaeus subtilis) utilizado neste estudo foi o cefalotérax (Figura 7). Esse
material foi obtido de dois lotes de processamento, sob a forma de blocos
congelados, junto a industria processadora de pescado Amasa S/A, localizada em
Belém-PA. O coproduto foi acondicionado em embalagem flexivel de plastico e
transportado para o Laboratorio de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos
da Universidade Federal do Pard (LCTA-UFPA). As amostras, ainda congeladas,

foram divididas em porcdes de 2 kg e armazenadas a -18 °C até a sua utilizacao.

Figura 7. Cefalotérax do camarao-rosa (Farfantepenaeus subtilis)

4.1.2 Reagentes

O padréo de astaxantina (pureza = 92 %, cédigo A9335), o trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) e o ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
Para a extracdo verde foi utilizado como solvente oleina de palma refinada (POO-
RBD), fornecida pela empresa Agropalma S/A, (Belém, Brasil). Os reagentes foram

estocados a temperatura ambiente (25 °C) em local seco e escuro. Para a extracéo
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assistida por enzima foram utilizadas as enzimas proteoliticas Alcalase (codigo 2.4 L
FG, atividade declarada de 2,4 Unidades Anson/ g) e Flavourzyme 1000 L (atividade
declarada de 1000 Unidade Leucina Aminopeptidase/ g), que foram gentilmente
doadas pela Novozymes Latin America Ltda. (Araucaria, Brasil). Os demais

reagentes utilizados neste trabalho foram todos de grau analitico.

4.2 METODOS

4.2.1 Sistemas experimentais

4.2.1.1 Sistema experimental para a secagem do coproduto

O processo de secagem foi realizado em um secador do tipo leito de jorro

conico, construido e instalado no LCTA-UFPA, de acordo com a Figura 8.

10

Figura 8. Representacao do sistema experimental da secagem do coproduto

Fazem parte do sistema experimental de secagem o0s seguintes
componentes: soprador centrifugo de ar (01); aquecedor elétrico (02); controlador de
corrente elétrica (03); valvula gaveta (04); ponto de tomada da velocidade do ar (05);
manodmetro (06); agitador (07); bomba peristaltica (08); leito de jorro (09); unidade de
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monitoramento e aquisicdo de dados (10); termopar (11); ciclone (12); psicrémetro
(13) e bico ejetor de suspenséo (14).

Cabe destacar que o secador leito de jorro consiste em uma base conica
em aco inoxidavel, com angulo incluso de 60°, diametro do orificio de entrada de
0,05 m e didmetro superior de 0,20 m. Acoplado a base conica estda um corpo
cilindrico de vidro com 0,005 m de espessura, 0,20 m de didmetro e 0,30 m de
altura. A parte superior do secador é composta por outro cone em ac¢o inoxidavel
com angulo de 45°, dotada de um orificio por onde é introduzida a mangueira de
injecdo da suspensao posicionada, aproximadamente, a 0,10 m acima da superficie
do leito estatico de particulas. Na entrada da base conica inferior, uma tela de aco
foi colocada para sustentar e evitar a queda das particulas inertes em repouso. As
tomadas de pressado estdo localizadas na base conica inferior e superior, enquanto
que as tomadas de temperatura estdo localizadas na tubulacdo de entrada do
secador e na saida do ciclone de coleta do material seco. O material inerte utilizado
para preencher o leito estatico foram particulas de polipropileno com diametro médio
de 0,36 cm, esfericidade de 0,85 e densidade de 0,905g/ cm?.

4.2.1.2 Sistema experimental para a extracdo da ASX do coproduto em po6

No processo de extracdo da ASX, utilizando oleina de palma refinada

como solvente, o sistema experimental para tal encontra-se na Figura 9.

Figura 9. Sistema experimental de extracdo de ASX do coproduto em pé
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Fazem parte desse sistema de extragdo 0s seguintes componentes:
banho ultra termostatico com circulacdo (01); controlador de temperatura (02);
agitador magnético com aquecimento (03); e reator de vidro encamisado (04). Na

Figura 10 é possivel observar mais detalhes deste mecanismo.

Ponto de coleta da amostral
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Figura 10. Detalhes da extracao no reator de vidro encamisado

4.2.1.3 Sistema experimental para o processo de cocc¢éo do coproduto

No processo de coccdo do coproduto do camarao-rosa foi utilizada uma
autoclave vertical para ensaios em laboratorio (Prismatec, Linha CS, Brasil) com
capacidade de 30 litros. A Figura 11 representa o sistema operacional dessa etapa

de tratamento térmico das amostras.

) //Ff{ l_

"H @ e | Amostra do Coproduto

|
|".l'
:rff:-—:, : | | — Fluidofrio
= — " Fluido quente

Figura 11. Representacao do sistema experimental de coc¢ao do coproduto
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Esta etapa foi realizada de acordo com a metodologia de Niamnuy,
Kerdpiboon e Devahastin (2012) com modificacdes, onde uma massa de 1 kg de
coproduto foi descongelada sob refrigeracdo (10 °C) e acondicionada em
embalagem flexivel autoclavavel, e entdo, submetida a um processo de coc¢cédo na
temperatura de 100 °C durante 10 minutos em autoclave (Prismatec, Linha CS,
Brasil) (Figura 11). Ao final do tempo de coccédo, a amostra foi resfriada em
temperatura ambiente (25 °C), triturada e homogeneizada em processador de
alimentos de bancada do tipo faca (Philips Walita, RI7625, Brasil) até a formacao de
uma pasta homogénea. A pasta resultante foi acondicionada em potes de vidro com
tampa e armazenada em freezer a -18 °C até a sua utilizagdo. Cabe também
mencionar que uma outra amostra de coproduto (1 kg), ndo submetida ao processo
de coccdo, foi triturada, homogeneizada e armazenada nas mesmas condicfes
descritas acima. A amostra tratada termicamente foi codificada como CCTT
(coproduto com tratamento térmico), enquanto que a amostra sem tratamento

térmico foi codificada como CSTT (coproduto sem tratamento térmico).

4.2.2 Composicédo do coproduto do camarao-rosa

Esta caracterizacdo foi realizada nas amostras CCTT, CSTT e nos
coprodutos em po obtidos nas diferentes temperaturas de secagem. As analises
realizadas foram: umidade (método n°® 920.151), proteina bruta (método n°® 920.152),
lipidio total (método n°® 968.20) e teor de cinzas (método n° 940.26). Todas as
andlises foram efetuadas em triplicata e seguindo as recomendacdes da AOAC
(1997).

4.2.3 Analise granulométrica do coproduto em po

A granulometria do produto seco em leito de jorro foi determinada de
acordo com a metodologia da AOAC (1997), método 965.22, utilizando um conjunto
de peneiras padronizadas com o intuito de obter a sua distribuicdo granulométrica. A
partir da massa de amostra retida em cada peneira foi calculado o diametro médio
equivalente de Sauter de acordo com a Equacgéo 1.
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Onde DPs é o diametro médio de Sauter, DP; € o diametro médio
aritmético entre a abertura de duas peneiras e AX; é a fracdo em peso do tamanho

de particulas DP..

4.2.4 Extracao do carotenoide astaxantina

Este estudo tem como objetivo extrair o carotenoide ASX localizado no
cefalotérax do Farfantepenaeus subtilis com a aplicagdo do conceito verde de
extracdo. Essa aplicacdo pode tornar este coproduto mais atrativo e assim, favorecer
a sua utilizacdo como ingrediente alimentar. Nesse sentido, as a¢fes voltadas a
extracdo da ASX foram divididas na aplicacdo de trés processos de extracéo
distintos: o primeiro foi realizado com a aplicacdo de solventes organicos (extracéo
convencional), o segundo foi realizado com a aplicacdo da oleina de palma como
solvente verde, e o terceiro processo foi realizado através da combinacdo de dois
métodos ndo-convencionais: extracado assistida por enzima (EAE) e extracdo

assistida por ultrassom (EAU).

4.2.4.1 Extragdo convencional de astaxantina

Esta extracdo foi realizada conforme a metodologia de Mezzomo et al.
(2011), onde 5 g das amostras CCTT e CSTT foram homogeneizadas com 200 mL
de uma mistura de solventes organicos (éter de petrdleo, acetona, agua, 15:75:10)
por 6 horas a 5 °C em reator de vidro encamisado, conectado a um banho ultra
termostatico com circulacdo (Thermo Haake, Haake F3 fisions CH, EUA) e agitacao
a 100 rpm, utilizando uma placa de agitacéo (Flsatom, 752A, Brasil) (Figura 12). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (Fanem, Excelsa 280-R, Brasil) a 1520 g
por 5 minutos a 20 °C e os sobrenadantes foram coletados. Os precipitados foram
novamente homogeneizados com 200 mL da mistura de solventes por mais 6 horas

a 5 °C com intuito de obter a completa despigmentacéo das amostras. Ao final desta
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segunda extracdo, os sobrenadantes de cada amostra foram reunidos em um funil
de decantagédo para a remocéo da fase aquosa. Por fim, os extratos obtidos foram

concentrados sob vacuo em um evaporador rotativo (Quimis, Q344B, Brasil) a 40 °C.

FPonto de coleta da amostra
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Banho ultratermostatico l
Agitador

Magnetico

Figura 12. Detalhe do funcionamento da extracdo convencional

A guantificacdo da ASX foi realizada por espectrofotometria UV/VIS a 468
nm (Nova Instruments, NI 2000, Brasil) utilizando éter de petréleo como branco. A
concentracdo de ASX foi calculada pela Equacdo 2 (SIMPSON; HAARD, 1985) e

expressa como pg/ g de coproduto.

Ax\N =D

Astaxantina (W9/9)=—5 5

(2)

Onde A é a absorbancia do extrato, V é o volume do extrato (mL), D é o
fator de diluicdo, 0,2 é a A4ssnm de 1 pg de ASX padrdo/ mL de solvente (éter de
petréleo), e W é a massa da amostra (g).

Nesta etapa do estudo foi estabelecido que, entre as duas amostras dos
coprodutos CCTT e CSTT, a que apresentasse a maior disponibilidade do
carotenoide ASX pela aplicacdo da extragcdo convencional, seria selecionada para

dar continuidade aos ensaios posteriores.
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4.2.4.2 Extracdo da astaxantina com oleina de palma

As extracbes do pigmento ASX do coproduto de camarao-rosa, secos em
leito de jorro, foram realizadas utilizando a metodologia descrita por Handayani,
Indraswati e Ismadiji (2008). As extracdes foram efetuadas utilizando 90 mL de oleina
em trés diferentes temperaturas (50, 60 e 70 °C). A oleina foi introduzida em um
reator de vidro encamisado conectado & um banho ultra termostatico com circulacéo
(Thermo Haake, Haake F3 fisions CH, EUA) (ver Figura 13). ApOs atingir a
temperatura desejada, 2,5 g de coproduto em p6 foi homogeneizado com a oleina e
entdo, a suspensao foi agitada a 100 rpm utilizando uma placa de agitacao (Flsatom,
752A, Brasil) e agitador magnético. Uma aliquota de 3 mL da suspenséao foi coletada
em intervalos regulares de 15 minutos e centrifugada a 1520 g por 5 minutos a 20 °C
e 0 sobrenadante foi coletado e utilizado na determinagédo da concentracdo de ASX.
Este procedimento foi realizado até que a concentracdo de ASX no extrato oleoso se

tornasse constante.
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Figura 13. Detalhe do funcionamento da extracdo com oleina de palma

4.2.4.3 Extragdo da astaxantina assistida por enzima e ultrassom

Nesta acao foi utilizada a amostra que apresentou a maior disponibilidade
do carotenoide ASX pela aplicacdo da extragcdo convencional empregando solvente

organico, como mencionado anteriormente no item 4.2.4.1. Cabe também informar
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que aqui foi efetuado um teste preliminar para selecionar o melhor sistema de
ultrassom a ser usado na extracdo de ASX, que foi realizado em trés etapas. Nesse
teste foram utilizados dois sistemas a saber: um ultrassom do tipo banho (Figura
14a) e um ultrassom de ponteira (Figura 14b). O intuito desta acéo foi de avaliar qual
desses dois sistemas possibilitaria obter a maior disponibilidade de ASX pela
aplicacado dos fendmenos produzidos pelo ultrassom em diferentes equipamentos.
Assim, o0 sistema que proporcionou a maior eficiéncia de recuperacdo deste

carotenoide foi selecionado para dar continuidade aos ensaios seguintes.

Oleina +
Coproduto
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i

(a) |

Banho ultratermostatico
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o

e
)

Banho Ultrassom

Ultrassom

(b)

- l . . |
Banho ultratermostatico I Oleina +
Agitador Coproduto

Magnético

Figura 14. Ultrassom de banho (a) e de ponteira (b)

A primeira etapa do teste preliminar consistiu em submeter a amostra de
coproduto selecionado no item 4.2.4.1 a uma hidrélise enzimatica, realizada
conforme o procedimento descrito por Sila et al. (2014), com modificagbes, cujos

parametros estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Pardmetros do tratamento enzimatico (teste preliminar)

Tempo de hidrélise Concentracdo de enzima

Ensaio

(min.) (%)
1 60 0,2
2 90 0,2
3 60 0,4
4 90 0,4
5 60 0,6
6 90 0,6

Nesta acao foi utilizada a enzima alcalase como catalisador das reagdes
de hidrélise, em que uma amostra de 50 g do coproduto selecionado foi diluida em
100 mL de solucdo tampéo citrato-fosfato (pH 8), em duplicata. Na sequéncia, a
alcalase foi adicionada a suspensdao conforme as concentracbes da Tabela 3
(porcentagem de enzima em relacdo a massa da amostra, m/v) e homogeneizadas.
As amostras foram incubadas em agitador orbital (Marconi, MA832/1, Brasil) a 50 °C
e submetidas a agitacdo numa velocidade de 150 rpm. Ao final da incubacao, as
amostras foram aquecidas em banho-maria (Nova Instruments, NI 1217, Brasil) por 5
minutos a 90 °C para deshaturar a enzima e cessar a atividade hidrolitica. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 16.000 g (Fanem, Excelsa 280-R,
Brasil) durante 10 minutos a 5 °C e a fase solida (precipitado) foi recolhida e utilizada
na segunda etapa de extracdo da ASX.

Na segunda etapa deste teste, a fase sélida obtida acima foi utilizada para
a extracdo da ASX, que foi realizada usando oleina como solvente verde. Nesta
etapa, a extracdo de ASX assistida por banho ultrassom foi efetuada nas condicdes
propostas por Sachindra e Mahendrakar (2005), com modificacdes, onde as
amostras hidrolisadas da primeira etapa (fase solida) foram homogeneizadas com
oleina na proporgéo de 1:2 (m/v) e submetidas a sonicagdo em ultrassom de banho
(Unique, modelo USC 1450, Brasil) (Figura 14a) com frequéncia constante de 25
kHz, por 30 minutos. O banho ultrassom foi preenchido com agua destilada até o
nivel indicado pelo fabricante e a temperatura desta foi mantida a 20 + 1 °C através
de um banho ultra termostéatico (Thermo Haake, Haake F3 fisions CH, EUA). Ao final

das extracdes, as amostras foram centrifugadas a 1520 g durante 30 minutos e os
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extratos oleosos (sobrenadantes) foram coletados em frascos de vidro ambar, que
foram hermeticamente fechados e adicionados de gas nitrogénio (N2) e
armazenados a -18 °C até o momento das analises.

Na terceira etapa deste teste realizamos a recuperacdo de ASX assistida
por ultrassom de ponteira de acordo com a metodologia de Li et al. (2013), com
modificacdes, sendo utilizado um sonicador com frequéncia constante de 20 kHz (Q
Sonica, Q700, EUA) com uma sonda (ponteira) de alta intensidade acoplada, com
3,2 mm de diametro de ponta (Figura 14b). A amostra hidrolisada (fase solida) obtida
na primeira etapa foi homogeneizada com oleina na propor¢éo de 1:10 (m/v) em um
tubo falcon (15 mL), que foi fixado em um reator de vidro encamisado com
capacidade para 250 mL contendo agua destilada + 2 % de detergente neutro
liquido solubilizado. A temperatura do interior do reator foi mantida a 20 + 1,0 °C
utilizando um banho de circulagéo (Thermo Haake, Haake F3 fisions CH, EUA) e um
agitador magnético. A distancia entre a extremidade inferior da sonda e o fundo do
tubo foi padronizada em 2 cm. A sonicacdo ocorreu a 80 % de amplitude, com
duracédo de 60 segundos, em ciclo pulsado, onde a cada 10 segundos de sonicacéo
houve uma pausa (pulso) de 5 segundos. Os pulsos foram utilizados para que fosse
evitado o aguecimento excessivo da amostra e a consequente degradacao da ASX
pelo calor. A recuperacédo e o armazenamento dos extratos oleosos foram realizados
da mesma forma que na extracdo com o banho ultrassom, descritos anteriormente.

Cabe destacar que, com os resultados obtidos nos testes preliminares,
para a selecao do sistema de sonicac¢ao, foi entdo possivel definir um Gnico sistema
de EAU visando a recuperacao da ASX do coproduto do camaréo-rosa, bem como a
inclusdo de novos parametros para o tratamento enzimatico. Sendo assim, na
Tabela 4 temos 0s novos parametros do tratamento enzimatico, onde foi adicionado
um tempo maior de hidrélise (120 minutos) e uma concentracdo maior de enzima
(0,8 %) para avaliar se a recuperacdo de ASX seria melhorada. E importante
destacar que a concentracdo de 0,2 % foi descartada dos ensaios, jA que esta
mostrou um desempenho pouco satisfatério no teste preliminar.

Nesta ultima e definitiva extracdo assistida por enzima e ultrassom, uma
amostra de CCTT foi submetida a hidrolise enzimatica conforme o procedimento
descrito por Sila et al. (2014), com modificacbes, cujo 0s parametros estédo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros definitivos do tratamento enziméatico

Ensaio Tempo de hidrolise (min.) Concentracdo de enzima (%)

1 60 0,4
2 60 0,6
3 60 0,8
4 90 0,4
5 90 0,6
6 90 0,8
7 120 0,4
8 120 0,6
9 120 0,8

Nesta etapa de hidrolise definitiva utilizamos as enzimas alcalase,
flavourzyme e uma mistura de alcalase e flavourzyme na proporcao de 1:1 (v/v).
Uma amostra de 50 g do coproduto CCTT foi diluida em 100 mL de solucéo tampéao
citrato-fosfato (pH 8), e entdo, as enzimas foram adicionadas conforme as
concentracbes da Tabela 4 (porcentagem de enzima em relacdo a massa da
amostra, m/v). Cada ensaio de hidrélise enzimatica foi realizado em duplicata. As
amostras foram agitadas e incubadas em agitador orbital (Marconi, MA832/1, Brasil)
a 50 °C e velocidade de agitacdo de 150 rpm. Ao final da incubacéo, as amostras
foram aquecidas em banho-maria (Nova Instruments, NI 1217, Brasil), por 5 minutos
a 90 °C, para desnaturar as enzimas e cessar a atividade hidrolitica. Na sequéncia,
as amostras foram centrifugadas a 16.000 g (Fanem, Excelsa 280-R, Brasil) durante
10 minutos a 5 °C e a fase soélida (precipitado) foi recolhida e utilizada na extracao
da ASX. Cabe destacar que além dos experimentos efetuados aplicando as
condicdes da Tabela 4, trés ensaios controles (sem adicdo de enzima) foram
realizados nos diferentes tempos de incubagéo (60, 90 e 120 minutos), para efeito
de comparacéao.

E importante ressaltar que a protease comercial alcalase tem sido
frequentemente utilizada na hidrolise de coprodutos de crustaceos para a obtencéo
de ASX (HOLANDA; NETTO, 2006; VIEIRA; OLIVEIRA; KUROZAWA, 2016;
ANTUNES-VALCAREGGI et al., 2017), entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos
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da flavourzyme para esta mesma finalidade, ainda que seja comum a utilizacao
desta na producéo de hidrolisados proteicos.

A extracdo da ASX das amostras CCTT hidrolisadas, cuja umidade era de
63,87 £ 0,14 %, foi efetuada pelo sonicador de ponteira, seguindo a metodologia de
Li et al. (2013) com modificagcbes. Ao final das extracbes, as amostras foram
centrifugadas a 1.800 g durante 30 minutos e 0s extratos oleosos (sobrenadantes)
foram coletados em frascos de vidro &mbar, hermeticamente fechados e adicionados

de gés nitrogénio (N2), e armazenados a -18 °C até o momento das analises.

4.2.5 Analises fisico-quimicas nos extratos oleosos

4.2.5.1 Quantificacdo da astaxantina e eficiéncia de recuperagcao (n)

Uma solucdo de ASX com concentracdo de 13 pg/ mL foi preparada
utilizando o padrao sintético de ASX e oleina de palma como solvente. Em seguida,
o0 comprimento de onda de maxima absorc¢ao (Amax. = 485 nm) foi encontrado através
da varredura dessa solugcdo em espectrofotometro UV/VIS (Thermo Scientific,
Evolution 60S, EUA) nos comprimentos de onda entre 400 e 600 nm (ver Apéndice
1), e o coeficiente de extincdo (E) foi calculado através da Equacdo 3 (CHEN;
MEYERS, 1984). As leituras das absorbancias dos extratos oleosos foram realizadas
em 485 nm, utilizando oleina de palma como branco. A concentracdo de ASX
encontrada nos coprodutos hidrolisados foi calculada conforme a Equacéo 4 (PU,
BECHTEL; SATHIVEL, 2010) e expressa como pg/ g de coproduto hidrolisado.

Coeficiente de extingdo (E) = 7,4428 x 10" x A2 )

AxVxDx10°
100 =W = E

Astaxantina (pg/g de coproduto hidrolisado) =

(4)

Onde A é a absorbancia do extrato, V é o volume do extrato (mL), D é o
fator de diluicdo, W é a massa da amostra em gramas e E é o coeficiente de

extingao.
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A eficiéncia de recuperacédo (n) da ASX foi calculada através da Equacao

5 e expressa em porcentagem (%).

ASX
Eficiéncia de recuperacao (%) :(

ultrassom
S ) x 100

comyencional

(5)

Onde ASXurassom € a concentracdo de ASX no coproduto hidrolisado
obtido através da Equagéo 4 e ASXconvencional € @ concentragdo de ASX encontrada

na extragao convencional (Equagéo 2).

4.2.5.2 Analise colorimétrica

Esta analise foi realizada utilizando um colorimetro tristimulo (Minolta,
Chromo CR-400, Japédo) com iluminante D65, angulo de observacdo de 10° e
calibracdo em placa branca. Foram realizadas as leituras dos seguintes parametros:
luminosidade (L*), transicdo da cor verde (-a*) para o vermelho (+a*), transicdo da
cor azul (-b*) para a cor amarela (+b*), croma (C*) e angulo de tonalidade (h*). A

diferenca total de cor (AE) foi calculada de acordo com a Equacéo 6:

[
AE= J(AL'Y +(aa) + (b’ 6)
4.2.5.3 Determinacgdo do perfil de acidos graxos

Na determinacdo do perfil de acidos graxos do coproduto em pé foi
empregada a metodologia proposta por Lepage e Roy (1984). Para os extratos
oleosos, o perfil de &cidos graxos foi determinado utilizando a metodologia proposta
por Rodrigues, Darnet e Silva (2010). Nas duas metodologias, os acidos graxos de
ésteres metilicos (FAME — Fatty Acid Methyl Ester) foram obtidos por meio de uma
transesterificacdo direta, sem a etapa de extracdo dos lipidios totais. Os FAMEs
obtidos foram diluidos em iso-octano, acondicionados em um frasco de vidro @mbar,
hermeticamente lacrado sob atmosfera modificada com N2 e posteriormente

armazenados a -10 °C até o momento das analises cromatograficas.
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A separacdao e identificagdo dos FAMEs foi realizada em um cromatografo
gasoso (Varian, modelo CP 3380, EUA) equipado com detector de ionizagédo de
chama e com uma coluna capilar CP-Sil 88 (comprimento 60 m, diametro interno
0,25 mm, espessura do filme 0,25 ym; Varian Inc., EUA). As condi¢cdes operacionais
foram: hélio como gas de arraste e uma taxa de fluxo de 0,9 mL/ min., um detector
FID a 250 °C, um injetor (razéo de divisao 1:100) a 250 °C e um volume de injecao
de 1 uL. A temperatura programada da coluna foi de 175 °C por 8 min., seguida por
2 °C/ min. até 180 °C por 28 min., e entdo, 2 °C/ min. até 250 °C por 10 min. Os
picos de &cidos graxos individuais foram identificados por comparacado dos tempos
de retencdo com os de misturas conhecidas de &cidos graxos padrdo (Nu-check-
prep., Inc., EUA) sob as mesmas condicBes de operacdo. O tempo de retencdo e a
area de cada pico foram calculados usando o software Varian Star 3.4.1. (VARIAN
CIENTIFIC, EUA). Os resultados foram expressos como porcentagens relativas de
acidos graxos totais.

4.2.5.4 Analise de estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa da oleina e dos extratos oleosos foi medida
utilizando um equipamento Rancimat (Metrohm, 743, Suica) pelo método Cd12b-92
da AOCS (2001), onde 3 g de cada amostra, em duplicata, foram aquecidas a uma
temperatura de 110 °C, através de um bloco de aquecimento e, simultaneamente,
borbulhadas com um fluxo de ar continuo de 20 L/ h. O ar de saida, contendo &cidos
organicos volateis provenientes das amostras, foi coletado em um recipiente de
medicdo contendo 40 mL de &gua ultrapura. A condutividade da agua ultrapura foi
medida automaticamente pelo equipamento e a andlise seguiu até a completa
oxidacdo das amostras. O tempo de inducédo (TI), que foi medido em horas,
corresponde ao periodo decorrido entre o inicio do teste e um aumento subito na
condutividade da agua ultrapura. A ampliacdo do Tl dos extratos em relacao a oleina
(amostra sem ASX), foi calculada segundo a Equacdo 7 e os resultados foram

expressos em porcentagem (%).

Ampliacdo do Tl (%) = ( Tex==™12 ) 100 @)

Tlatzing
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4.2.5.5 Analise de compostos fendlicos totais (CFT)

A quantificacdo dos CFT foi realizada na fracdo polar da oleina e dos
extratos oleosos através do método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi
(1965). Este € um método espectrofotométrico que se baseia na capacidade de
reducdo do acido fosfomolibdico e fosfotiungstico pelas hidroxilas dos fenodis
produzindo uma coloragdo azul, cuja absorbancia é medida em A= 760 nm. As
amostras de 6leo foram homogeneizadas com metanol 80 % numa proporgéo de
1:10 (m/v) e entdo levadas a um agitador orbital (Lucadema, LUCA-222, Brasil)
usando velocidade de agitacdo de 200 rpm, temperatura ambiente (25 °C) e tempo
de 60 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1520 g por 30
minutos e os sobrenadantes (fase metandlica) foram coletados e lavados com 10 mL
de hexano para a remocéao de interferentes lipidicos. Uma curva padrdo com acido
galico (acido 3,4,5-triidroxibenzdico) foi preparada para calcular os resultados e o
metanol 80 % foi usado como branco (R?= 0,98). Os resultados foram expressos
como mg de &cido gélico equivalente/ g de extrato oleoso (mg AGE/ g).

4.2.5.6 Atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante da oleina e dos extratos oleosos foi determinada
por espectrofotometria UV/VIS utilizando o método do radical ABTS (acido 2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) descrito por Re et al. (1999). A
absorbancia das amostras foi medida a 734 nm e uma curva padrédo com trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), um anélogo da vitamina E,
foi preparada para calcular os resultados (R2= 0,99), que foram expressos como UM

de trolox equivalente/ g de extrato oleoso (UM TE/ g).

4.2.5.7 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica da oleina e dos extratos oleosos foi realizada
usando um analisador termogravimétrico (Shimadzu, TGA-50, Japéo) sob atmosfera
din&mica de gas nitrogénio (N2), seguindo um fluxo de 50 mL/ min. Foi utilizada uma

razdo de aquecimento constante de 10 °C/ min., iniciando em 25 °C e finalizando em
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600 °C. Aproximadamente 10 mg de cada amostra foram depositados em panelas
de platina e a massa foi constantemente medida durante o aumento gradual da
temperatura. Os resultados foram expressos como perda de massa (%) e os graficos
de termogravimetria (TG) e de termogravimetria derivada (DTG) foram gerados com
o software Origin 8.0 (OriginLab®, EUA).

4.2.6 Modelagem matematica

A modelagem matematica do processo de extracdo da ASX foi realizada
com ajustes de um modelo te6rico de um processo de extracdo sélido-liquido aos
dados experimentais, visando predizer a cinética de transferéncia de massa. O
modelo utilizado neste estudo esta descrito a seguir.

Cabe destacar que o0 conhecimento da cinética de extracdo ¢é
extremamente relevante na compreensdo do fendmeno de separacdo de um
componente, bem como no design do processo de extracdo sélido-liquido (HO;
OFOMAJA, 2006).

Neste estudo, o entendimento e predicdo do processo de extracdo da
ASX em oleina foram fundamentados nos aspectos cinéticos envolvendo apenas a
transferéncia de massa. Na aplicacdo do modelo teérico foi admitida a transferéncia
de massa como o principal mecanismo no controle da taxa de extracdo do
componente ASX, presente na matriz sélida para a fase liquida. Neste caso, a taxa
de transferéncia de massa da ASX para a fase liquida, matematicamente pode ser
descrita pela Equacao 8 (HANDAYANI; INDRASWATI; ISMADJI, 2008):

dN 4

= = KL *As * (Che — Cy) 8)

Onde: dNa/dt é a razao de transferéncia de massa (Ug/ s), Ca e Cae Sd0 as
concentracbes de ASX na fase liquida (oleina de palma) e no equilibrio,
respectivamente. k. € o coeficiente de transferéncia de massa e As € a area
superficial da particula. Segundo Handayani, Indraswati e Ismadiji (2008), nos casos

em que o procedimento de extragdo € realizado em sistema descontinuo (batelada),
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e o0 volume de solucao (V) € mantido constante durante o processo, pode-se admitir
a Equacéo 9:
dNy =V =dCy 9)

A substituicdo da equacédo 9 na equacéo 8 resulta nas Equacgbes 10, 11 e

12 abaixo:
% = kL ¥ j:'!LS ¥ (C;—'LE' - C;—'L) (10)
dC A
—2 =k * 7+ (Cae — Cy) (11)
L4 _ ) var (CauCy) (12)

Aplicando as seguintes condi¢des iniciais:
— Para tempo de processo de extracdo t = 0, a concentracdo de ASX na solucéo
base sera igual a zero (Ca = 0);
— Para tempo de processo de extracao t > 0, a concentracdo de ASX na solucéo
base sera Ca = Ca.

Com isso, a solucdo analitica da Equacao 12 pode ser apresentada na

forma da Equacéao 13:

Ca=Cpe*(1—e ke (13)

Reescrevendo a Equacdo 13 em termos do rendimento de ASX por

massa de coproduto de camaréo seco, tem-se a Equacao 14:

Y=Y, +(1—e 2t (14)

Para o modelo cinético de transferéncia de massa (Equacdo 14), os
parametros Ye e k. foram estimados através de ajuste utilizando o método dos

minimos quadrados nao linear, realizados com os dados da extracdo experimental.
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4.2.7 Andlise estatistica

Os resultados numéricos das andlises representam a média + desvio-
padrdao de trés repeticdbes de cada andlise. Os resultados foram submetidos a
andlise estatistica ANOVA fator Unico com significAncia de p<0,05 utilizando o
software Microsoft Excel® 2013. Os parametros do modelo analitico proposto foram
estimados por meio do software Statistica-Windows 7.0 (STATSOFT Inc., EUA). A
qualidade de ajuste do modelo proposto para os dados da cinética de extracao foi

estimada por meio do coeficiente de correlacéo (R?).

4.2.8 Resumo esquematico do material e métodos
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tn'tugdo e 3 .u
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Figura 15. Resumo esquematico do material e métodos
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo foram organizados em quatro topicos.
Cada um deles apresenta um estudo da influéncia das condi¢cdes de processo sobre
a viabilidade de extracdo da ASX do coproduto cefalotorax oriundo do
processamento do camardo-rosa.

No primeiro topico é apresentado o estudo da influéncia das condi¢Bes de
secagem em leito fluidizado do tipo jorro na recuperagdo da ASX. Os resultados
deste primeiro tépico foram publicados na revista Journal of Food Science and
Technology sob o titulo: “Drying and extraction of astaxanthin from pink shrimp waste
(Farfantepenaeus  subtilis): the applicability of spouted beds” (DOI:
10.1590/fst.31316). No segundo tdpico sdo apresentados os resultados do pré-
tratamento térmico de coccdo do coproduto e da selecdo do sistema ultrassom
(ultrassom de banho ou de ponteira) a ser utilizado na extracao definitiva de ASX,
associado a hidrdlise enzimética com a enzima proteolitica alcalase. No terceiro
topico sdo apresentados os resultados definitivos da extracao assistida por enzima e
ultrassom, onde o coproduto do camarao-rosa foi submetido a hidrélise enzimatica
com as enzimas alcalase, flavourzyme e uma mistura 1:1 (v/v) dessas, combinada
com EAU utilizando um sonicador de ponteira. E finalmente, no quarto e ultimo
topico sdo apresentadas as analises complementares realizadas no extrato oleoso

contendo o biocomposto ASX.

5.1 TOPICO 01

5.1.1 Composicao da pasta do coproduto do camarao-rosa

A pasta do coproduto apresentou teor de umidade de 71,90 = 1,29 %, de
cinzas de 4,31 + 0,52 % e proteinas de 15,92 + 1,19 %. Esses valores séo
semelhantes aos relatados anteriormente na literatura para camardo (BABU,;
CHAKRABARTIB; SAMBASIVARAO, 2008; BRASILEIRO et al., 2012). O teor de
lipidios de 4,43 = 0,19 % mostrou que o coproduto do camaréo-rosa, capturado no

Brasil, é rico neste componente e esta de acordo com os valores relatados na
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literatura (IBRAHIM et al., 1999; SANCHEZ- CAMARGO et al., 2011) uma vez que 0
depoésito de gordura esta localizado no hepato-pancreas, que fica na regido do
cefalotérax. O rendimento de carotenoides do coproduto fresco foi de 38,91 + 1,18
Mg/ g de pasta. Os resultados da composicao realizada para a caracterizacdo do
coproduto do camardo-rosa, apos a secagem em leito de jorro em diferentes

temperaturas, estéo listados na Tabela 5.

Tabela 5. Composicéo do coproduto obtido apds secagem em leito de jorro

Temperatura Umidade Proteina Lipidio Cinza Dps
(°C) (%) (%) (%) (%) (um)
70 10,85+1,02 51,66+1,00 7,48+0,20 21,48+0,87 124%6,0
80 951+0,82 5484+054 7,78+0,63 21,31+0,90 155+10,0
90 8,70+054 54,43+0,62 7,92+0,78 20,06+1,20 186+38,0

Os resultados acima mostram que o teor de umidade do pé obtido diminui
de 10,85 para 8,70 %, em base umida (bu), com o aumento da temperatura do ar de
admissdo de 70 para 90 °C. Esses valores foram inferiores aos relatados por
Niamnuy et al. (2008), que obtiveram entre 15 — 16 % (bu) na secagem de camarao
branco (Penaeus indicus) em secador de leito de jorro. Devahastin et al. (2006),
investigando o comportamento hidrodinamico de um leito fluidizado tipo leito de jorro
na secagem de camarao branco (Penaeus indicus), relataram que o camaréo deve
ser seco até um teor de umidade em torno de 20 % (bu) para garantir a sua
estabilidade. Nesse sentido, estudos enfatizam a influéncia desse parametro na
eficiéncia de extracdo de compostos bioativos (OBENG et al., 2010; WIINGAARD et
al., 2012; AZMIR et al., 2013). Em geral, quanto maior o teor de umidade, menor o
rendimento de extracdo de compostos bioativos lipofilicos como o caroteno
(WIINGAARD et al., 2012). Isso pode ser explicado pelo fato de que a agua pode
atuar como barreira a difusdo desse tipo de composto bioativo para fora da matriz
diminuindo a eficiéncia de extracdo. Observou-se também que os valores de
umidade dos pds obtidos neste trabalho, ao comparar com o teor de umidade
comercial (em torno de 10 %, bu), apresentaram boas condi¢coes de conservacédo e

armazenamento.
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Em relacdo aos teores de lipidio, proteina e cinza (Tabela 5), os
resultados, por meio da ANOVA fator Unico, mostram que ndo houve variacdes
significativas (p>0,05) com as temperaturas de secagem selecionadas neste estudo.
Cabe também destacar que em comparacdo com o0s dados encontrados na
literatura, o coproduto de camardo em po6 obtido neste estudo se apresenta como
uma boa fonte de proteina (GUERARD et al.,, 2007; BABU; CHAKRABARTIB;
SAMBASIVARAO, 2008; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2011). Na Figura 16
encontram-se imagens do coproduto do camardo secos em leito de jorro nas

diferentes temperaturas.

T=70°C T=80°C T=90°C

Figura 16. Fotos do coproduto de camarao seco em leito de jorro nas diferentes
temperaturas

Outro aspecto a ser destacado na secagem da pasta do coproduto em
leito de jorro esta relacionado ao tamanho das particulas do produto em p6 (Des), em
gue o aumento da temperatura causou também um aumento no didametro médio das
particulas (p<0,05) (Tabela 5). Esse comportamento pode ser explicado devido o
tempo de residéncia da pasta dentro do secador, que foi maior na temperatura de 70
°C, fazendo com que essa amostra sofresse mais friccdo decorrente das colisdes
entre as particulas inertes e as paredes do secador. Comportamento semelhante foi
obtido por Dotto et al. (2011) na produgdo experimental de p6 de quitosana em leito
de jorro e, nesse caso, 0 aumento da temperatura de 90 °C para 110 °C causou um
aumento no tamanho das particulas de 100 para 200 uym. A quitosana é um

componente importante do coproduto do camardo e as suas caracteristicas de
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ligacdo e aglomeracdo quando submetidas a tratamento térmico podem ter influéncia
também no tamanho das particulas dos produtos. Estudos enfatizam a influéncia do
diametro médio na eficiéncia de extracdo de compostos bioativos, como Sun e
Temelli (2006), cujo rendimento total de carotenoides aumentou de 1110 para 1370
e 1504 pg/ g de cenoura seca com tamanhos de particula de 1,0 — 2,0 mm para 0,5
- 1,0 mm e 0,3 — 0,5 mm, respectivamente. Reduzir o tamanho das particulas
aumenta a relacdo superficie por volume da amostra e, consequentemente, aumenta
0 contato entre a fase solida e a fase fluida.

Por meio de curvas de velocidade versus queda de presséo (Figuras 17,
18 e 19) foram determinadas as velocidades de secagem do ar utilizadas nos
experimentos para garantir a estabilidade do jorro. Neste experimento utilizamos

agua destilada ao invés da pasta de coproduto.
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Figura 17. Curvas da fluidodindmica do leito de jorro na temperatura de 70 °C
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Figura 18. Curvas da fluidodindmica do leito de jorro na temperatura de 80 °C
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Na Figura 20 podemos verificar as mudangas causadas na temperatura
do ar de saida do sistema de secagem pela alimentacdo da pasta do coproduto de
camardo-rosa em relacdo ao leito seco. Todos os resultados mostram uma queda
repentina na temperatura do ar de saida no momento em que a pasta foi adicionada.
A diminuicdo pode ser explicada pela energia gasta para vaporizar os filmes liquidos
formados nas superficies das particulas inertes por adesdo da pasta; isso, por sua
vez, faz com que a temperatura das particulas também diminua a medida que
experimentam o resfriamento evaporativo. Este comportamento foi mais pronunciado
nos primeiros 7 minutos de secagem. A temperatura do ar de saida ndo é restaurada
ao seu valor inicial, mas se estabiliza em um nivel mais baixo e permanece quase
constante ao longo da secagem. O mesmo efeito foi observado por Dotto et al.
(2011), na secagem da quitosana em leito de jorro e Oliveira et al. (2008), na
producdo de extrato seco de Spirulina platensis em leito de jorro. O momento em
que a temperatura se estabilizou foi considerado como condicdo de regime
permanente e esse comportamento permaneceu constante até o final da operacao
de secagem (60 minutos).
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Figura 20. Temperatura do fluido de saida do leito de jorro

Os tempos de residéncia dos pos do coproduto de camardo-rosa no
interior da camara de secagem foram 3,1, 2,8 e 2,4 minutos a 70, 80 e 90 °C,

respectivamente. Esses valores foram inferiores aos relatados por Tacon e Freitas
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(2007), de 12,2 a 17,7 minutos na secagem de pastas em leito de jorro e mais
elevados do que os encontrados em secadores por pulverizagdo como o spray dryer
(KIEVIET; KERKHOF, 1995; CAPARINO et al.,, 2012). Por outro lado, esses
resultados demonstram que a aplicacéo do leito de jorro pode ter efeitos benéficos
na estabilidade de carotenoides e de macromoléculas presentes no coproduto, como
proteinas e 4cidos graxos, por combinagdo da temperatura moderada com tempos

de secagem reduzidos.

5.1.2 Composicdo de acidos graxos no coproduto seco em leito de jorro

O conteudo de acidos graxos presentes no coproduto de camardo-rosa
seco em leito de jorro encontra-se ilustrado na Figura 21, onde quatorze acidos
graxos foram identificados. Nao foram encontradas diferencas significativas (p<0,05)
na composicdo de acidos graxos dos Oleos presentes nos coprodutos quando

comparados nas diferentes temperaturas de secagem aplicadas.
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Figura 21. Conteudo de &cidos graxos presentes nos coprodutos de camarao secos
em leito de jorro

Cabe destacar que a composicdo de acidos graxos encontrada neste
estudo foi semelhante a relatada por Sanchez-Camargo et al. (2012). Os resultados
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mostram que os percentuais de acidos graxos saturados e insaturados foram de
43,65 % e 56,35 %, respectivamente. Dos &cidos graxos saturados, 0s mais comuns
foram o acido palmitico (22,05 %) e o acido estearico (15,95 %) e dos acidos graxos
monoinsaturados, os predominantes foram o acido oleico (11,34 %) e o acido
palmitoleico (8,90 %). Com relacdo aos acidos graxos poli-insaturados, o0s
componentes eicosapentaenoicos (EPA) e docosaexaenoicos (DHA), acidos graxos
do grupo w-3, foram o0s mais representativos com 12,85 % e 10,03 9%,
respectivamente. Vale salientar que pescados em geral constituem uma fonte
importante de acidos graxos poli-insaturados w-3, principalmente EPA e DHA. Essas
duas categorias de acidos graxos sao essenciais para 0 desenvolvimento e
funcionamento de determinados 6érgdos e para diversas respostas bioquimicas e
fisiolégicas do organismo e ndo podem ser sintetizados pelo homem, devendo ser
obtidos a partir da dieta. Assim, os lipidios presentes no coproduto do camarao-rosa
e obtidos na secagem em leito de jorro constituem uma importante fonte de acidos
graxos w-3, que oferecem beneficios a salde humana e podem servir também para

enriquecer ragdes animais.

5.1.3 Influéncia da temperatura na cinética de extracdo de ASX em oleina

Os efeitos no rendimento da extracdo da ASX em diferentes temperaturas
de extracdo e secagem sdo mostrados na Figura 22. Como pode ser visto, o
rendimento da ASX diminuiu com o aumento das temperaturas do ar de entrada.
Isso pode ser explicado pelo fato de que, como a maioria dos carotenoides, a ASX é
uma molécula altamente insaturada e, portanto, € sensivel a alta temperatura, luz e
condicbes oxidativas que podem promover a isomerizacdo da sua forma trans,
configuragcédo habitual na natureza, para a configuracdo cis (GUERIN; HUNTLEY;
OLAIZOLA, 2003). O modelo matematico descrito pela Equagéo 14 mostra um bom

ajuste aos dados experimentais, como pode ser visto na Figura 22.
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Figura 22. Cinética de extracdo da ASX a 50 °C (a), 60 °C (b),e 70°C (c) e o
modelo de transferéncia de massa ajustado () para as temperaturas de secagem
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As constantes do modelo estdo reunidas na Tabela 6, onde os
parametros Ye e kiL.a foram estimados por ajuste néo linear dos minimos quadrados
pela aplicacdo da Equacdo 14 aos dados cinéticos experimentais obtidos na
extracdo da ASX com oleina de palma. Pode-se observar que o rendimento de ASX
em equilibrio por massa de coproduto (Ye) aumenta com o aumento da temperatura
de extracdo e diminui com o aumento da temperatura do ar de admissao no leito de
jorro. A influéncia da temperatura de secagem e da temperatura de extracdo nos
parametros Ye e kLa foi analisada estatisticamente por meio do teste ANOVA fator
anico, que revelou significativa influéncia de ambas as temperaturas (p<0,05) nesses
parametros. O aumento no rendimento da extracdo pode ser atribuido a clivagem do
complexo caroteno-proteico por tratamento térmico, que resultou no aumento da
captacdo de pigmentos pelo meio de extracdo. Cabe mencionar que a umidade do
coproduto em pé também pode ter influenciado nesse aspecto. Sachindra e
Mahendrakar (2005) obtiveram rendimento méximo de carotenoides a partir de
coproduto de camardo usando 6leo de girassol como solvente numa proporcao de
2:1 de dleo para coproduto e aquecimento a uma temperatura de 70 °C. Os autores
observaram que o aumento da temperatura de extracao acima de 70 °C resultou na
diminuicdo do rendimento de carotenoides.

O valor do parametro kLa aumenta com o aumento da temperatura de
extracdo e permanece aproximadamente constante com o aumento da temperatura
do ar de admisséo no leito de jorro (Tabela 6). Isso pode ser explicado pelo fato de
que a difusividade massica é afetada pela temperatura. A medida que a temperatura
aumenta, o coeficiente de difusividade também aumenta, levando ao aumento da
taxa de transferéncia de massa da ASX do sélido (coproduto em po) para a fase
liguida do sistema, a oleina de palma. O modelo apresentou valores
consistentemente elevados de coeficiente de determinacgdo (R?), na faixa de 0,9685 -
0,9912. Isso indica que o modelo pode descrever satisfatoriamente a extracdo de

ASX em diferentes condi¢des de temperatura.
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Tabela 6. Parametros Ye e ki..a nas varias temperaturas dos processos de secagem e de extracdo, calculados usando o modelo cinético

de transferéncia de massa

Secagem
Extracéo
70 °C 80 °C 90 °C
T (°C) Ye P*  Ye E** kL.a Ye P*  Ye E** k..a Ye P*  Ye E** kL.a
R2 R2 R2
(Mg/9) (Mg/g) (1/min.) (Mg/9) (ng/9)  (1/min.) (Mg/9) (Mg/g) (1/min.)
50 26,375 27,635 0,0936 0,9878 23,941 25098 0,0949 0,9702 18,829 19,722 0,0700 0,9785
60 28,623 30,087 0,0944 09860 25914 27,314 0,0968 0,9716 19,662 21,064 0,0824 0,9685
70 29,814 31,308 0,1347 0,9912 27,084 28,672 0,228 0,9708 20,801 22,035 0,0983 0,9776

*Ye P (parametro predito); **Ye E (par@metro experimental).

5.1.4 Concluséo do tépico 01

A secagem do cefalotérax do camardo-rosa em leito de jorro com particulas inertes mostrou-se uma boa alternativa de

aproveitamento desse coproduto. O po obtido apresentou umidade final em torno de 8,70 — 10,85 % (bu) e elevado teor de acidos

graxos EPA e DHA, além disso, foi observado que o rendimento de ASX foi influenciado pela variacdo da temperatura de secagem do ar

de entrada e da temperatura de extracdo com oleina de palma, em que a maior concentragdo foi obtida na secagem a 70 °C e extracéo

também a 70 °C (31,308 ug/ g). Os dados experimentais apresentaram um bom ajuste ao modelo teérico, com R? entre 0,9685 e

0,9912, indicando que este descreve satisfatoriamente a extracdo de ASX nas temperaturas propostas.
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5.2 TOPICO 02

Neste tdpico sdo apresentados os resultados relacionados aos estudos do
pré-tratamento térmico de coccao do coproduto e da selecdo do sistema ultrassom
(ultrassom de banho ou de ponteira) a ser utilizado na extracao definitiva de ASX,

associada a hidrolise enzimatica.

5.2.1 Composicao da pasta do coproduto do camarao-rosa

A composicdo do coproduto obtido sem tratamento térmico (amostra
CSTT) apresentou teor de umidade de 72,89 + 1,21 %, lipidios de 4,22 + 0,32 %,
cinzas de 4,25 + 0,11 % e proteinas de 12,51 + 1,84 % (Tabela 7). Esses valores
nao apresentaram variacoes significativas (p>0,05) quando comparados aos valores
relatados anteriormente no Toépico 01, o que demonstra que 0 processo de
acondicionamento e armazenagem do coproduto aplicados neste estudo né&o
provocaram a alteracdo da composicao centesimal. Em relagcdo ao coproduto tratado
termicamente (amostra CCTT), verificou-se uma influéncia da coccdo sobre a
umidade, promovendo uma reducdo de 72,89 para 69,25 %. Esse comportamento
pode ser explicado pela transferéncia de massa da matriz sélida (coproduto) para o
meio externo quando submetida ao processo térmico. Cabe mencionar que no
processo de coccgao, a transferéncia de calor ocorreu predominantemente por
conveccao natural e isso foi suficiente para renovar a camada da interface amostra/

meio externo, favorecendo o gradiente de transferéncia de massa.

Tabela 7. Composicéo do coproduto do camarao-rosa

Composicgéao (%) CSTT CCTT
Umidade 72,89 +1,21 69,25 + 0,83
Proteina 1251 +1,84 14,89 + 1,31
Lipidios 4,22 + 0,32 5,09 + 1,08

Cinzas 4,25+0,11 6,16 + 1,23

CSTT= coproduto sem tratamento térmico; CCTT = coproduto com tratamento térmico.
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Um outro efeito a ser destacado e associado a essa transferéncia de
massa no processo de cocc¢éo foi que, 0 mesmo promoveu a concentracdo dos

outros nutrientes quantificados neste estudo.

5.2.2 Extracdo da ASX do coproduto pelo método convencional

Nesta acdo do estudo, conforme foi estabelecido na metodologia
apresentada anteriormente, a quantificacdo da disponibilidade do carotenoide ASX
nas amostras do coproduto (CCTT e CSTT), foi efetuada pela aplicacdo da extracao
convencional usando solventes organicos. A amostra CCTT foi a que apresentou a
maior disponibilidade de ASX, com 57,08 + 1,60 pg/ g, enquanto a amostra CSTT, a
disponibilidade de ASX foi de 39,42 + 1,17 pg/ g. A analise estatistica por meio da
ANOVA fator Unico constatou a existéncia de uma variagdo significativa (p<0,05)
entre esses resultados. Essa diferenca pode ser associada ao fato de que o
tratamento térmico provocou a desnaturacdo da fracdo proteica do coproduto e,
portanto, uma maior liberacdo da ASX dos complexos caroteno-proteina e caroteno-
lipoproteina ocorreu (HERNANDEZ BECERRA et al.,, 2014). Nesse sentido, uma
maior quantidade de ASX ficou disponivel para ser extraida pelos solventes, fazendo
com que a amostra CCTT apresentasse a maior concentracao deste biocomposto.

Cabe destacar que os valores de recuperacdo de ASX obtidos neste
estudo sdo compativeis com os dados reportados na literatura. Mezzomo et al.
(2011) obtiveram 34,2 ug/ g de ASX a partir de coproduto de camaréo-rosa cozidos
e submetidos a extragdo por maceracdo com 0s mesmos solventes utilizados no
presente estudo (éter de petréleo: acetona: agua, 15:75:10, v/v/v). Parjikolaei et al.
(2015) encontraram 41,1 pg/ g de ASX em coproduto do camardo Pandalus borealis
utilizando como solvente hexano e isopropanol (60:40, v/v) e extragcdo também por
maceracao.

E importante destacar que ha outros beneficios importantes do processo
de coccdo, tais como: inativacdo de enzimas enddgenas e melhoria das
propriedades fisica, sensorial e microbiologica da amostra (NIAMNUY;
KERDPIBOON; DEVAHASTIN, 2012).

Dessa forma, o protocolo aplicado na obtencao das amostras CCTT, por

apresentar melhor resultado na recuperacdo do carotenoide ASX a partir do



71

coproduto do camardo-rosa, foi selecionado para dar continuidade aos

experimentos.

5.2.3 Extracao assistida por enzima e ultrassom

A amostra CCTT, nos ensaios de extracdo de ASX pelo método
convencional, apresentou 57,08 + 1,60 pg/ g deste biocomposto. Cabe destacar que
esse valor de ASX foi usado como referéncia para avaliar a eficiéncia dos protocolos
que foram aplicados na sequéncia. Na Tabela 8 sdo apresentados os contetudos de
ASX e os valores de eficiéncia de recuperacdo (n) deste pigmento nos extratos
oleosos obtidos através do método combinado de extracdo assistida por enzima e

ultrassom.

Tabela 8. Contetdo de ASX e eficiéncia de recuperagdo (n) nos extratos obtidos
com oleina de palma (teste preliminar)

Parametros Ultrassom tipo banho Ultrassom tipo ponteira
Ensaio T C** Astaxantina nre* Astaxantina n

(min) (%) (Mgl g) (%) (Hg/ 9) (%)
1 60 0,2 11,33+1,44 19,85+253 2338+156 40,96+2,73
2 90 0,2 13,29+0,94 23,28+1,64 2581+125 4521+2]19
3 60 0,4 20,21+090 3540+157 32,68+1,92 57,25+3,37
4 90 04 21,34+148 37,38+x2,60 36,32+1,77 63,62+3,10
5 60 0,6 23,82+086 41,73+150 39,37+0,99 68,97+1,73
6 90 0,6 2556+1,13 44,77+198 41,39+1,14 72,51+2,00

*Tempo de hidrélise, **concentracdo da enzima alcalase, ***eficiéncia de recuperacdo da ASX nos

extratos oleosos.

De uma forma geral, a eficiéncia de recuperacéo variou na faixa de 19,85
a 72,51 %. Comparando os dados obtidos nesta acéo e levando em conta os dois
sistemas de sonicagéo (banho e ponteira), verificou-se estatisticamente por meio da
ANOVA fator unico, a existéncia de uma variagdo significativa (p<0,05) na
recuperacdo de ASX entre os dois sistemas. Os dados da Tabela 8 também
mostram que do ponto de vista de processo o sistema tipo banho ndo apresentou,

em nenhum ensaio, eficiéncia de recuperagdo de ASX acima de 50 %, o que
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inviabiliza a sua aplicagdo para o caso especifico do coproduto do camar&o-rosa.
Por outro lado, o sistema de sonicacgao tipo ponteira, com excec¢éo dos ensaios 1 e
2, apresentou eficiéncia de recuperacdo acima de 50 %, sendo que o maior valor de
recuperacao (72,51 %) foi obtido no ensaio 6.

A diferenga entre os sistemas de ultrassom pode ser associada ao fato de
que, mesmo operando em frequéncias semelhantes, a intensidade da poténcia
aplicada no sistema banho é atenuada pois as ondas ultrassénicas sao transmitidas
indiretamente do transdutor do equipamento para a amostra, pois a propagacao
acontece primeiramente na agua contida no banho. Por outro lado, o sistema de
ponteira resulta em uma entrega direta da poténcia aplicada pelo ultrassom no
ambiente de extracdo com uma perda minima de energia, o que auxilia o
rompimento da estrutura interna da matriz sélida e facilita a penetracdo do solvente
nessa estrutura (CHEMAT et al., 2017).

A literatura reporta comportamentos compativeis com o encontrado neste
estudo acerca da utilizacdo do ultrassom de banho e de ponteira. Por exemplo,
Horzi¢ et al. (2012) avaliando a eficiéncia desses dois sistemas na EAU de
compostos bioativos da planta Camellia sinensis verificaram que um melhor
desempenho de extracao foi alcangado com o uso do sistema com ponteira. Sukor et
al. (2018), avaliando o efeito dos métodos de EAU no teor de acidos fendlicos
presentes na noz-de-galha (Quercus infectoria), reportaram também que a eficiéncia
do ultrassom de ponteira foi muito maior do que a do banho ultrassom.

Os ensaios realizados sem a adicdo da enzima alcalase (ensaios
controle) apresentaram 5,79 + 0,48 e 6,87 + 1,03 pg de ASX/ g de coproduto para os
tempos de 60 e 90 minutos, respectivamente, no sistema tipo banho. Ja no sistema
de ponteira, 0os ensaios realizados sem a adi¢do da alcalase apresentaram 10,15 *
0,95 e 12,06 + 0,89 ug de ASX/ g de coproduto, também para os tempos de 60 e 90
minutos, respectivamente. Esses resultados mostram que a etapa de hidrélise
enzimatica foi essencial para se obter valores relevantes de ASX, ja que a eficiéncia
de extracdo sem a aplicacdo da enzima foi de 10,14 e 12,04 % no sistema banho e
17,78 e 21,13 % no sistema ponteira.

Alguns trabalhos encontrados na literatura observaram resultados
semelhantes aos da Tabela 8, por exemplo, Sachindra e Mahendrakar (2005), que
utilizaram agitacéo e aquecimento a 70 °C durante 150 minutos, obtiveram 25,6 g

de ASX/ g de coproduto do camardo Penaeus indicus em extratos de 6leo de
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girassol. Em outro trabalho, Parjikolaei et al. (2015) encontraram 23,0 pg de ASX/ g
de coproduto do camardo Pandalus borealis utilizando aquecimento a 70 °C e
agitacao durante 180 minutos e 0Oleo de girassol como solvente. Se estabelecemos
uma comparacao desses resultados reportados na literatura com os resultados dos
ensaios 3, 4, 5 e 6 do sistema ultrassom de ponteira, verificamos que os valores de
recuperacdo de ASX da presente pesquisa séo superiores (Tabela 8). Nesse
sentido, cabe também destacar o possivel efeito sinérgico entre as extracdes
assistidas por enzima e ultrassom.

Constatamos também, por meio do teste estatistico ANOVA fator Unico,
que o intervalo do parametro tempo de hidrélise (60 a 90 minutos) aplicado no
tratamento enzimatico ao qual as amostras foram submetidas, ndo proporcionou
variacfes significativas em seus valores de eficiéncia de recuperacdo de ASX
(p>0,05) quando mantida fixa a concentracdo da enzima (0,2, 0,4 ou 0,6 %), ou seja,
a faixa de tempo estabelecida nessa agdo nao propiciou condi¢des significativas
para que a enzima utilizada atuasse de forma efetiva na desconstrucédo da estrutura
da amostra.

Outra hipétese é a de que o menor tempo utilizado, de 60 minutos, foi
suficiente para que a hidrolise enzimatica da amostra tenha sido concluida,
entretanto, analisando relatos de estudos reportados na literatura, constatou-se que
geralmente esse parametro apresenta um efeito positivo e significativo no grau de
hidrolise de matrizes de origem animal quando se aplica a enzima alcalase
(GBOGOURI et al.,, 2004; MARTINS et al.,, 2009; LEE; JEON; BYUN, 2011,
NIKHITA; SACHINDRA, 2021), portanto, ensaios com um tempo de reagao

prolongado devem ser testados.

5.2.4 Conclusao do topico 02

ApoGs avaliar os resultados dos testes preliminares, optou-se por definir
um unico sistema de sonicacdo (ultrassom de ponteira) visando a recuperagdo da
ASX do coproduto do camaréo-rosa, bem como, pela inclusdo de um novo intervalo
dos parametros tempo e concentracdo de enzima na etapa de hidrolise enzimatica.
Além disso, optamos por incluir uma nova protease comercial nos experimentos, a
flavourzyme, com o intuito de estudar a sua influéncia sobre a taxa de recuperacéo

da ASX e se hd um efeito aditivo das duas enzimas misturadas.
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5.3 TOPICO 03

Neste topico sdo apresentados os resultados relacionados aos estudos
dos ensaios definitivos de extragdo assistida por enzima (EAE) e extragdo assistida
por ultrassom (EAU), sendo o total de 9 ensaios realizados em duplicata. Nesta nova
etapa de hidrdlise enzimatica, foram ampliados o tempo de reacdo para 120 minutos
e a concentracdo de enzima para 0,8 %, além da inclusdo de mais uma protease

comercial, a flavourzyme.

5.3.1 Extracao assistida por enzima combinada com extracao assistida por

ultrassom

Nesta acdo continuamos a usar a amostra CCTT (coproduto com
tratamento térmico) para ser utilizada nos ensaios de hidrolise e de extracdo com
oleina de palma, empregando o sistema ultrassom de ponteira. Essa amostra nos
ensaios de recuperacao de ASX pelo método convencional de extracdo apresentou
44,96 + 1,50 pg/ g de coproduto. E importante destacar que no tépico 02, o contetido
de ASX recuperado pelo método convencional foi de 57,08 = 1,60 ug/ g de
coproduto, ou seja, houve um decréscimo de 21,23 %. Associamos essa reducéo
significativa (p<0,05) ao tempo de armazenamento (8 meses de estocagem).
Rodriguez-Amaya et al. (2008) relata a influéncia do armazenamento sob
congelamento na estabilidade e na concentracdo dos carotenoides, em diferentes
matrizes alimenticias. De maneira geral, Rodriguez-Amaya et al. (2008) reporta que
a estocagem dessas matrizes sob temperatura controlada gera uma perda inicial dos
carotenoides e depois, ha uma tendéncia a estabilizacdo. Calvo-Brenes e O"Hare
(2020) avaliando o efeito do congelamento e armazenamento sobre o teor de
carotenoides presente em uma matriz vegetal encontraram reducgdes na faixa de 29
a 59 %. Essas informacdes demonstram que o fator tempo de armazenagem deste
coproduto deve ser objeto de futuros estudos.

Com base nas informacdes citadas acima, neste topico, o valor de 44,96 +
1,50 ug de ASX/ g de coproduto foi adotado como referéncia para avaliar a eficiéncia

dos protocolos que foram aplicados na sequéncia. Nas Tabelas 9 e 10 sé&o
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apresentados os contetudos de ASX e os valores de eficiéncia de recuperacao (n)

desse composto nos extratos oleosos.

Tabela 9. Conteudo de ASX nos extratos oleosos obtidos por EAE e EAU

Astaxantina (ug/ g de coproduto hidrolisado)

Tempo
Ensaio de. Conce'ntragéo Alcalase Flavourzyme Mistura*
hidrélise  de enzima (%)
(min.)
1 0,4 21,91+1,28 1385+1,06 16,54+0,17
2 60 0,6 22,77 +0,92 16,31+1,15 16,74+0,74
3 0,8 23,99+0,69 16,66+0,59 1857 +1,03
4 0,4 25,29+0,52 20,67+1,80 22,10+0,97
5 90 0,6 28,05+0,81 2353+1,21 2435+0,61
6 0,8 28,51+1,98 24,63+0,82 24,20+0,90
7 0,4 28,99+1,19 2591+206 27,08+0,85
8 120 0,6 29,92+0,81 27,12+0,99 27,24+1,10
9 0,8 31,27+1,11 27,61+1,97 28,73+1,24

*mistura 1:1 (v/v) das enzimas alcalase e flavourzyme.

Nesta etapa do estudo, os valores obtidos de ASX variaram entre 13,85 a
31,27 ug/ g de coproduto. Verificou-se por meio do teste estatistico ANOVA fator
Gnico a existéncia de efeito significativo e positivo (p<0,05) da variacdo da
concentragdo nos ensaios efetuados com as enzimas alcalase, flavourzyme e a
mistura de ambas (1:1, v/v) sobre o conteudo de ASX, quando se mantem o tempo
fixo (60, 90 ou 120 minutos). O mesmo comportamento é observado quando se
mantem fixa a concentracéo (0,4, 0,6 ou 0,8 %) e varia-se o parametro tempo. Cabe
destacar, em relagcédo a essa ultima observacéo, que os dados obtidos no topico 02
(Tabela 8) ndo indicavam uma significancia do parametro tempo, mas como foi
mencionado anteriormente, estudos reportados na literatura afirmam que geralmente
esse parametro apresenta um efeito positivo e significativo no grau de hidrolise de

matrizes de origem animal quando aplicada a enzima alcalase. Nesta etapa do



76

trabalho, a significancia do parametro tempo foi constatada ndo somente para a
enzima alcalase como também para a flavourzyme e para a mistura das enzimas.

Os ensaios realizados sem a adicdo de enzima (ensaios controle)
apresentaram 8,63 = 0,94, 10,23 £ 1,36 e 11,08 £ 1,12 ug/ g de ASX nos tempos de
60, 90 e 120 minutos, respectivamente, deixando claro que o processo de hidrolise
enzimatica foi fundamental para a obtencdo de resultados satisfatorios de ASX.
Esses resultados indicam também que, possivelmente, grande parte da ASX estava
presente na forma do complexo caroteno-proteina e/ou caroteno-lipoproteina, e,
portanto, foi necesséria uma operagdo, como a hidrélise enzimética, para quebrar

esse complexo antes de extrair o carotenoide com sucesso.

Tabela 10. Eficiéncia de recuperacao (n) da ASX nos extratos oleosos obtidos por
EAE e EAU

n (%)
Tempo
Ensaio _ de- Conce.ntra(;éo Alcalase Flavourzyme Mistura*
hidrélise  de enzima (%)
(min.)
1 0,4 48,73+2,85 30,80+2,36 36,79 +0,38
2 60 0,6 50,64 +2,05 36,28+256 37,23+1,64
3 0,8 53,36 £ 1,53 37,05+1,31 41,30%2,29
4 0,4 56,25+ 1,16 4597 x1,77 49,15+2,16
5 90 0,6 62,39+1,80 52,33+2,69 54,16+ 1,36
6 0,8 63,41 +2,18 54,78+1,82 53,83+2,00
7 0,4 64,47+265 57,63+2,36 60,23+1,89
8 120 0,6 66,54+1,80 60,32+2,20 60,59 +2,45
9 0,8 69,55+2,47 61,41+222 63,90+2,76

*mistura 1:1 (v/v) das enzimas alcalase e flavourzyme.

Quando avaliamos a eficiéncia das duas enzimas na recuperacdo do
composto ASX, verificamos o melhor desempenho da enzima alcalase. Com
excecao do ensaio 1, em que o tempo de hidrolise é de 60 min. e a concentracao de

enzima é de 0,4 %, todos os outros ensaios apresentaram n>50 %. Cabe destacar
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que a alcalase e a flavourzyme sé&o enzimas com mecanismos de hidrolise distintos,
pois a primeira € uma serino-endopeptidase e a segunda é composta por uma
mistura de exopeptidases (WEI et al., 2018). As endopeptidases clivam ligacbes
peptidicas dentro da cadeia polipeptidica e as exopeptidases clivam ligacdes
peptidicas nos terminais N ou C (LOPEZ-OTIN; BOND, 2008). Portanto, possuem
conformacao do sitio ativo e especificidades enzima-substrato distintas, o que leva a
diferentes quantidades de ASX liberada dos complexos caroteno-proteina e
caroteno-lipoproteina.

A mistura entre alcalase e flavourzyme foi testada com o intuito de
verificar se 0 uso combinado dessas proteases apresentaria um efeito positivo na
recuperacdo de ASX. A ideia é de que se fosse ampliada a especificidade através da
acdo das duas enzimas simultaneamente, no mesmo substrato, poderia entédo
aumentar o numero de clivagem nas proteinas num tempo reduzido. Entretando, foi
verificado que a mistura ndo se mostrou eficiente na liberacdo do biocomposto ASX
nos tempos de hidrolise inferiores a 120 minutos (Tabela 10), sugerindo que nao
houve um efeito sinérgico entre as duas enzimas utilizadas neste estudo.

Foi observado o aumento na recuperacdo de ASX com 0 aumento da
concentracéo de enzima e do tempo de hidrélise (Tabela 10), e esse comportamento
é valido para as duas enzimas utilizadas, assim como para a mistura destas
(p<0,05). Segundo Birkeland e Bjerkeng (2004), esse aumento na recuperacdo de
ASX ocorre devido a maior desestabilizacdo das ligagcdes nao-covalentes entre
proteina e carotenoides. Como resultado, os carotenoides associados as proteinas
que foram hidrolisadas estardo mais acessiveis para serem extraidas pelo solvente
(SACHINDRA; MAHENDRAKAR, 2011; SENPHAN; BENJAKUL, 2012).

5.3.1 Conclusao do tépico 03

Neste tépico foi verificado que o fator tempo de armazenamento do
coproduto do camarao-rosa afetou a estabilidade da ASX da amostra, pois foi
verificada uma degradacdo desse biocomposto de aproximadamente 21,23 % num
periodo de 8 meses de congelamento a -18 °C. Foi também verificado que a
inclusdo de um novo intervalo dos parametros tempo de hidrélise e concentragéo de

enzima, na etapa de hidrélise enzimatica, propiciou efeito significativo e positivo na
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recuperacdo da ASX do coproduto do camarédo-rosa (p<0,05). Ao avaliar a eficiéncia
das duas enzimas utilizadas (alcalase e flavourzyme), verificamos o bom
desempenho, principalmente, da alcalase na recuperacdo do composto ASX. A
mistura entre alcalase e flavourzyme foi também testada, porém, esta ndo se
mostrou eficiente na liberacdo deste biocomposto nos tempos de hidrolise inferiores
a 120 minutos, sendo, portanto, uma mistura de enzimas que nao gerou resultados
melhores do que o uso individual destas, ja que a reducao do tempo de hidrélise é

importante tanto do ponto de vista industrial quanto do rendimento do processo.
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5.4 TOPICO 04

Neste topico sdo apresentados os resultados das andlises efetuadas na
oleina de palma e nos extratos oleosos contendo o biocomposto ASX. Os extratos
obtidos nas condicfes do ensaio 5 (concentracdo de enzima de 0,6 % e 90 minutos
de hidrolise) foram selecionados para dar continuidade aos experimentos. Todos os
extratos obtidos nas condi¢cdes do ensaio 5 apresentaram eficiéncia de recuperacéo
(m) de ASX acima de 50 % (Tabela 10), além disso, outro critério adotado na selecéo
do ensaio 5 foi o fato de que neste foram obtidos teores de ASX satisfatoriamente
semelhantes quando comparados aos ensaios utilizando 0,8 % de enzima e/ou 120
minutos de incubacado (Tabela 9). Esses parametros sao importantissimos quando
considerado que em larga escala 0 uso de menos tempo e enzima possivel é

desejavel, ja que isso reflete diretamente no custo da producéo.

5.4.1 Estabilidade oxidativa

Os resultados de estabilidade oxidativa referentes a oleina, ao extrato
oleoso obtido no ensaio controle (sem adicdo de enzima e tempo de incubacao de
90 minutos) e ao ensaio 5 para todas as preparacdes enzimaticas estudadas:
alcalase (A), flavourzyme (F) e a mistura 1:1 destas (AF), estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11. Estabilidade oxidativa da oleina e dos extratos oleosos com o

biocomposto ASX

Astaxantina TI Ampliagéo de TI
Amostras
(Hg/ 9) (h) (%)
Oleina de palma ND 10,45 £ 0,16 -

Controle 10,23 + 1,36 12,59 + 0,30 20,48
Extrato A 28,05+ 0,81 29,23+ 0,35 179,71
Extrato F 23,53 +1,21 26,89 + 0,99 157,32
Extrato AF 24,35 + 0,61 27,73+ 0,22 165,36

ND = nao detectado; Tl = Tempo de indugédo em horas.
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A analise de estabilidade oxidativa provoca a aceleracdo do processo de
oxidacao natural do 6leo e, para isso, a amostra é submetida a exposicao constante
ao calor e a um elevado fluxo de ar. Durante esse processo, o tempo de exposicao &
monitorado até que seja detectada uma taxa elevada de oxidacdo através do
aumento da condutividade elétrica da 4gua ultrapura, que € denominado de tempo
de inducéo (TI).

A resisténcia da oleina de palma as condicbes extremas desta analise
esta relacionada, principalmente, com a sua composicdo em acidos graxos, que €&
composta sobretudo por acidos palmitico (C16:0) e oleico (C18:1), além de
apresentar triacilglicerois de altos pontos de fusdo (ENRIQUEZ-FERNANDEZ et al.,
2011). Além disso, na oleina podemos encontrar naturalmente a vitamina E, que
assim como a ASX, possui também acdo antioxidante (CASTELO-BRANCO;
TORRES, 2011).

A estabilidade oxidativa da amostra controle (sem adigcdo de enzima) foi
medida para que fosse possivel avaliar a relevancia do tratamento enzimatico sobre
a estabilidade oxidativa dos extratos oleosos obtidos. Essa amostra apresentou TI
igual a 12,59 + 0,30 horas, que foi relativamente proximo do valor obtido para a
oleina, de 10,45 + 0,16 horas (Tabela 11). Ainda que proximos, esses valores
apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05) no teste estatistico ANOVA
fator unico, portanto, mesmo em baixa concentracdo, a ASX contida na amostra
controle (10,23 pg/ g de coproduto) influenciou positivamente, proporcionando uma
ampliacéo de 20,48 % no valor de TI.

Os resultados da Tabela 11 mostram que a ASX solubilizada na oleina
promoveu um aumento da estabilidade oxidativa de todas as amostras, sendo
observado um tempo de inducado crescente conforme 0 aumento da concentracao de
ASX. O melhor resultado foi verificado no ensaio com a enzima alcalase (29,23 h),
que proporcionou um acréscimo de 179,23 % no valor de TI, indicando, portanto,
gue essa amostra foi a mais eficiente no retardo da oxidagdo da matriz oleosa.
Angelo e Jorge (2008) na avaliacdo da estabilidade oxidativa de 6leo de girassol
utilizando antioxidantes sintético (palmitato de ascorbila) e natural (extrato de
Coriandrum sativum L.) encontraram um acréscimo de 59,71 % e 11,21 %,
respectivamente, no valor de Tl no Oleo de girassol sob termoxidacdo. Cabe
mencionar que o palmitato de ascorbila é um antioxidante sintético derivado do éster

de acido ascérbico, com eficiéncia em retardar a oxidagao lipidica. O Ministério da
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Saude, no Brasil, limita o uso do palmitato de ascorbila a 500 mg/ kg como
concentracdo maxima permitida. E importante ressaltar que € comum a utilizagéo de
outros antioxidantes sintéticos, tais como o terc-butil-hidroquinona (TBHQ), o butil-
hidroxi-tolueno (BHT) e o butil-hidroxi-anisol (BHA), entretanto, estudos toxicoldgicos
demonstram possiveis efeitos carcinogénicos causados por antioxidantes sintéticos
guando consumidos em doses elevadas (BOTTERWECK et al., 2000; LABRADOR
et al., 2007; CAROCHO et al., 2015). Dessa forma, h4 um grande interesse em
utilizar antioxidantes que sejam seguros e obtidos de fontes naturais. Entre os
antioxidantes naturais, o [B-caroteno e o licopeno sdo o0s carotenoides mais
empregados na industria de alimentos. Acrescentamos ainda que, estudos reportam
que a atividade antioxidante da ASX é de 10 vezes maior do que a do B-caroteno e
100 vezes maior do que a do a-tocoferol (SANCHEZ-CAMARGO et al., 2012;
AMBATI et al., 2014).

Neste contexto, identificamos que a busca por compostos naturais que
substituam ou reduzam a necessidade da utilizacdo de compostos sintéticos é uma
tendéncia e, por isso, 0 presente estudo tem grande relevancia em apresentar como
uma alternativa a ASX, que € um composto natural com alto potencial no retardo ou
na prevencado da oxidacao lipidica, principalmente em processo de fritura, onde a
fracdo lipidica esta amplamente exposta as alteracdes que ocorrem em decorréncia
da termoxidagéo.

5.4.2 Andlise termogravimétrica

Os resultados da analise termogravimétrica referentes a oleina, ao extrato
oleoso obtido no ensaio controle (sem adi¢cdo de enzima e tempo de incubacao de
90 minutos) e ao ensaio 5 para todas as preparacdes enzimaticas estudadas estédo
apresentados nas Figuras 23, 24, 25, 26 e 27.

As curvas a seguir mostram a decomposicado térmica experimentadas
pelas diferentes amostras. Verificou-se que ocorreram trés estagios de perda de
massa durante o aquecimento da oleina (Figura 23), sendo que o primeiro teve inicio
em 299,95 °C se estendendo até 355,40 °C com uma perda de massa de 68,39 %.
O segundo estagio teve inicio em 412,94 °C com finalizagdo em 431,99 °C e o

terceiro iniciou em 498,58 °C se estendendo até 538,88 °C. Segundo Dweck e
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Sampaio (2004), nas temperaturas do primeiro evento ocorre a decomposi¢cao dos
acidos graxos insaturados e nos subsequentes, a decomposicdo dos acidos graxos

saturados.
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Figura 23. Curvas de TG e DTG da oleina de palma
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Figura 24. Curvas de TG e DTG da amostra controle
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Figura 25. Curvas de TG e DTG do extrato oleoso obtido com a alcalase
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Figura 26. Curvas de TG e DTG do extrato oleoso obtido com a flavourzyme
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(e) Mistura
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Figura 27. Curvas de TG e DTG do extrato oleoso obtido com a mistura alcalase e
flavourzyme (1:1, v/v)

O termograma da amostra controle (Figura 24) também apresentou trés
eventos de perda de massa, semelhantes com os observados na TG/ DTG da
oleina. O evento mais importante ocorreu entre 285,51 e 349,80 °C, com uma perda
de massa de 71,85 %. Esse leve descolamento dos eventos de perda de massa da
amostra controle em relacao a oleina pode ser associado a presenca da ASX, ainda
gue presente em concentracdo insuficiente para alterar de forma relevante a
estabilidade térmica dessa amostra.

A hipétese da influéncia da ASX sobre as curvas de TG/ DTG se torna
mais incisiva quando analisamos o comportamento das amostras obtidas utilizando o
tratamento enzimético (Figuras 25, 26 e 27). Essas trés curvas apresentaram
eventos totalmente diferentes das amostras oleina e controle. Foi observado, para a
amostra hidrolisada com alcalase, apenas um evento de perda de massa com inicio
a 415,55 °C e final a 453,69 °C, ou seja, o0 inicio da decomposicao dos acidos graxos
foi retardado, e com isso a estabilidade térmica da amostra foi aumentada em 130
°C em relacdo a amostra controle. Os extratos obtidos com flavourzyme e com a
mistura das enzimas apresentaram comportamento semelhante a amostra com

alcalase, havendo também um uanico evento de perda de massa em ambas as
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amostras entre 416,58 a 451,87 °C, para a flavourzyme, e 414,38 a 454,44 °C, para
a mistura. A ASX, numa concentracao relevante provocou um retardo na degradacao
térmica do extrato, que, segundo Hussein (2015), pode ter ocorrido devido a
capacidade da ASX de doar os hidrogénios dos anéis de B-ionona aos radicais livres
lipidicos, retardando a propagacdo em cadeia da oxidagdo. A estrutura de polieno na
molécula de ASX também responde por sua atividade antioxidante, pois neutraliza
os radicais livres adicionando-os em sua prépria ligacédo dupla (HIGUERA-CIAPARA,
FELIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006).

5.4.3 Anélise colorimétrica

A cor é um fator importante para o apelo visual, imagem e valor de um
produto, além de ser determinante na aceitabilidade do consumidor. Nesse sentido,
0 extrato oleoso obtido a partir do coproduto do camaréo-rosa apresentou coloracao

alaranjada, que é desejavel em inumeros produtos alimenticios (Figura 28).

P

Figura 28. Coproduto hidrolisado e oleina antes da sonicacéo (a); coproduto
hidrolisado e oleina apds sonicacao (b); oleina de palma (c); extrato oleoso apés
centrifugacéo (d)

Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados de cor da oleina, da
amostra controle e dos extratos oleosos obtidos nas condigcbes do ensaio 5, para
todas as aplicac6es enzimaticas.
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Tabela 12. Dados dos parametros de cor da oleina, amostra controle e extratos
oleosos enriquecidos com ASX

Parametros Amostras
Oleina Controle! Alcalase Flavourzyme Mistura?
L* 2854+139 2727+102 21,72+0,06 24,48+1,27 22,37+0,65
a* -3,76 £ 0,06 1,57+£0,20 3,13+0,01 1,87 £0,04 1,93 +£0,02
b* 13,64+0,24 13,53+0,18 1598+0,04 1445+0,65 13,32+0,10
AE - 544+0,10 9,53+0,73 6,58 + 0,24 8,04 + 0,54
(O 14,15+ 0,24 13,62+0,20 1592+0,61 1453+0,72 13,46x0,11
h° 105,40+ 0,17 8531+0,83 78,97+0,11 82,85+0,15 81,76+0,01

LAmostra sem adicdo de enzima e tempo de incubagcédo de 90 min.; ?Mistura 1:1 (v,v) de alcalase e
flavourzyme.

O parametro L* € uma medicao da luminosidade, que avalia de maneira a
estabelecer uma escala cinza, com valores entre preto (0) e branco (100)
(PATHARE et al., 2013). O menor valor encontra-se na amostra alcalase (21,72), ao
passo que a amostra oleina apresentou o maior valor para este parametro (28,02).
Essa diferenca de luminosidade pode ser explicada devido a inclusdo do composto
ASX provocada pelo processo de EAE combinado com EAU, resultando numa
menor refletancia da luz da amostra alcalase. Resultado semelhante foi reportado
por Corbu et al. (2019) ao estudarem o enriqguecimento de Oleos vegetais
comestiveis com carotenoides extraidos do coproduto da baga do Hippophae
rhamnoides ssp. Sinensis, um arbusto espinhoso comum nas regifes aridas do
noroeste da China, e por Nour et al. (2018) avaliando os efeitos dos carotenoides
extraidos de coproduto de tomate seco na estabilidade e nas caracteristicas de
varios 6leos vegetais.

Os valores de a* e b* aumentaram significativamente (p<0,05) com o
aumento nos niveis de transferéncia de ASX ao solvente oleina. Cabe destacar que
0 parametro a* assume valores positivos para cores avermelhadas, enquanto que b*
toma valores positivos para cores amareladas (PATHARE et al., 2013) e que a
sinergia entre esses dois parametros proporcionou o desenvolvimento da tonalidade
alaranjada dos extratos oleosos (Figura 28), sendo que a maior intensidade de a* foi
encontrada no extrato obtido com EAE efetuada com a enzima alcalase. Cabe

destacar que, além dos aspectos nutricionais relacionados ao aumento da
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funcionalidade da oleina, o enriquecimento com ASX leva a modificacdo das
caracteristicas cromaticas dos extratos, que pode melhorar a percepcao do
consumidor em relacdo a atratividade do produto.

As diferencas totais de cor (AE) entre a oleina e os extratos oleosos
(Tabela 12) mostram que a maior diferenca foi detectada na amostra hidrolisada com
alcalase, de 9,53. Essa constatacdo esta diretamente relacionada com a
concentracdo mais elevada de ASX deste extrato. E importante mencionar ainda,
gue todos os resultados de diferenca de cor total foram estatisticamente diferentes
entre si (p<0,05).

As modifica¢des provocadas por processos e tratamentos sobre a cor do
alimento podem ser medidas a partir do indice de diferenca total de cor (AE) que
indica a magnitude desse gradiente entre amostras selecionadas e uma amostra
padrdo. Para isso, a AE pode ser avaliada dentro de uma escala com 0s niveis
"muito distinto" (AE>3), "distinto" (1,5<AE<3) e "levemente distinto" (AE<1,5)
(PATHARE et al., 2013). Quanto maior o valor de AE, maior a diferenga total de cor
do produto processado em relacdo ao natural. Assim, observa-se que os valores de
AE obtidos no presente trabalho apresentaram diferenca de cor perceptiveis ao olho
humano e sendo classificados como muito distintos (AE>3).

5.4.4 Compostos fenélicos totais (CFT) e atividade antioxidante (AA)

Os resultados de CFT da oleina e dos extratos oleosos apresentados na
Tabela 13 variaram entre 6,34 e 12,36 mg de AGE/ g de amostra. Esses resultados
mostram o beneficio proporcionado pelo enriguecimento da oleina com a ASX
extraida do coproduto do camardo-rosa. A EAE combinada com a EAU promoveu o
aumento dos CFT em cerca de 1,9 vezes, quando sdo comparados os resultados da
amostra oleina com a amostra mistura (Tabela 13). Os valores de CFT obtidos neste
estudo foram superiores ao reportado por Corbu et al. (2019) ao estudarem o
enriguecimento de Oleos vegetais comestiveis com carotenoides extraidos do
coproduto do Hippophae rhamnoides ssp. Sinensis, onde a média de CFT foi de
2,82 mg de AGE/ g de oleo.

Outro estudo apresentou resultado semelhante ao do presente trabalho,

onde Mezzomo et al. (2015) encontraram 14,0 mg de AGE/ g de 6leo obtido por



88

meio de extracdo com fluido supercritico, a partir do coproduto do camardo Penaeus
brasiliensis. Cabe descar que no trabalho de Mezzomo et al. (2015) o coproduto era
composto pelo cefalotérax, carapaca e cauda do crustaceo, enquanto que no n0sso

estudo o coproduto era composto essencialmente pelo cefalotérax do animal.

Tabela 13. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante da oleina e dos
extratos oleosos

Amostra
Parametros Oleina Controle! Alcalase Flavourzyme Mistura?
CFT 6,34+0,69 750+0,23 11,37+1,31 8,08+0,56 12,36+1,76
AA 1,48+0,07 1,85+0,11 2,83%0,19 2,11 + 0,07 2,59 + 0,09

LAmostra sem adigdo de enzima e tempo de incubagdo de 90 min.; 2Mistura 1:1 (v,v) de alcalase e
flavourzyme; CFT = compostos fendlicos totais (mg AGE/g de amostra); AA = atividade antioxidante
(umol de TE/ g de amostra); TE = trolox equivalente.

Os valores de CFT para os extratos obtidos com a alcalase e com a
mistura das enzimas foram estatisticamente iguais (p>0,05) e apresentaram 0s
melhores resultados. Isso reforca a hipotese de que, de um modo geral, a enzima
flavourzyme isolada proporcionou uma acdo menos efetiva na desconstrucdo da
estrutura da amostra do coproduto e isso influenciou o acesso do solvente aos
compostos fendlicos do cefalotorax. A amostra controle também foi analisada para
verificar se 0 uso das enzimas foi relevante no resultado de CFT e esta apresentou
apenas 7,50 £ 0,23 mg de AGE/ g.

Vale destacar que o cefalotorax do camardo é formado principalmente
pelo sistema digestivo do animal, onde associamos como sendo provavelmente a
origem dos compostos fendlicos encontrados nos extratos. Esses compostos séo
oriundos da alimentagc&o deste animal que comumente consome plantas marinhas e
algas em seu habitat natural (MEZZOMO et al., 2011).

Com relagéo aos resultados de AA, os dados da Tabela 13 mostram que
todos os extratos eliminaram relativamente o radical ABTS quando comparado com
a oleina. Segundo Fassett e Coombes (2011), estudos experimentais confirmam que
a ASX tem uma grande capacidade de neutralizar os radicais livres ou outra
atividade oxidante nas zonas nao polares (hidrofébicas) de agregados de

fosfolipidios, bem como ao longo de suas zonas limitrofes polares (hidrofilicas).
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Os valores de AA foram todos estatisticamente diferentes entre si, de
acordo com o teste ANOVA fator Unico (p>0,05). Verificou-se também uma relagéo
diretamente proporcional entre os valores de AA e a concentracdo de ASX dos
extratos. A faixa de variacdo da AA foi de 1,48 a 2,83 umol de TE/ g de amostra
(Tabela 13). Esse resultado foi semelhante aos dados reportados por Eren et al.
(2019) cuja AA encontrada esta entre 1,0 e 2,0 umol de TE/ mL em formulacdes de
hidrogel e lipogel compostas por oleorresina ou extrato de algas, ambos contendo
ASX. No estudo citado acima, os autores consideraram os resultados satisfatorios e
indicaram o uso das formulagdes de lipogel e hidrogel como cosméticos.

Em outro estudo realizado por Gorinstein et al. (2003), avaliando a
atividade antioxidante de alguns azeites espanhdis, esses reportaram valores de AA
na faixa de 0,78 a 2,64 umol de TE/ g de azeite, compativeis com o intervalo de AA
reportado no presente trabalho. Vale também destacar que o percentual de aumento
na AA da oleina enriguecida com ASX variou na faixa de 25,0 a 91,2 %.

5.4.5 Composicao de acidos graxos

A composicdo percentual de &cidos graxos na oleina e nos extratos
obtidos por EAE combinada com EAU é apresentada na Tabela 14.

De forma geral, verificou-se por meio do teste estatistico ANOVA fator
anico, a inexisténcia de efeito significativo (p>0,05) da variacdo da composicdo de
acidos graxos entre todas as amostras. As amostras sdo caracterizadas por um
conteddo de Acidos graxos na ordem: acidos graxos monoinsaturados (MUFA) >
acidos graxos saturados (SFA) > acidos graxos poli-insaturados (PUFA),
preservando a composicdo de acidos graxos da oleina de palma, que neste estudo
foi utilizada como solvente verde. Cabe destacar que a composicdo da oleina
apresentou um perfil de acidos graxos semelhante aos descritos em iniumeros
trabalhos disponiveis na literatura (GESTEIRO; GALERA-GORDO; GONZALEZ-
GROSS, 2018; MAHJOOB et al., 2018; MACHADO et al., 2018; VOON et al., 2019).
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Tabela 14. Composicéo de acidos graxos da oleina e dos extratos oleosos

Acido Graxo Oleina Alcalase Flavourzyme Misturat

cs8:0 0,03 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
C10:0 0,03 £ 0,00 0,03 £ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00
C12:0 0,46 + 0,01 0,45 + 0,00 0,47 £ 0,01 0,46 + 0,01
C14:0 0,83 £ 0,00 0,85+ 0,01 0,89 + 0,03 0,83+ 0,00
C15:0 0,05 + 0,00 0,05 + 0,00 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00
C16:0 35,68 £ 0,05 35,54 £ 0,04 35,54 + 0,03 35,87 £ 0,01
Cl6:1 0,14 £ 0,01 0,17+0,01 0,14 £ 0,00 0,14 £0,01
C17:0 0,09 £ 0,00 0,09 +£ 0,00 0,09 + 0,00 0,09 + 0,01
Cc18:0 4,44 + 0,05 4,42 + 0,01 4,44 + 0,02 4,38 + 0,02
ci8:1 48,36 + 0,05 48,01 + 0,03 48,08 + 0,01 47,80 £ 0,01
C18:2 9,14 £0,01 9,62 + 0,02 9,54 + 0,02 9,57 £ 0,03
ci18:3 0,38 + 0,01 0,37 £ 0,00 0,37 +£0,01 0,36 + 0,00
C20:0 0,33+ 0,00 0,34+ 0,01 0,35+0,01 0,35+ 0,00
C22:0 0,06 + 0,00 0,04 £ 0,00 0,04 + 0,00 0,05+ 0,00
> SFA 41,99 41,83 41,87 42,12

> MUFA 48,49 48,18 48,22 47,95

> PUFA 9,51 9,99 9,91 9,93

IMistura 1:1 (v,v) de alcalase e flavourzyme; SFA = acidos graxos saturados; MUFA = &cidos graxos
monoinsaturados; PUFA = acidos graxos poli-insaturados.

5.4.6 Concluséo do topico 04

Os resultados das analises complementares efetuadas neste tépico
mostram os beneficios proporcionados pelo enriquecimento da oleina com a ASX
extraida do coproduto do camardo-rosa. Concluimos que a ASX € um composto
antioxidante natural com alto potencial no retardo ou na prevencédo da oxidacdo
lipidica, capaz de melhorar caracteristicas croméaticas dos oleos e influenciar na
intencdo de compra do consumidor. Cabe também destacar o bom desempenho da
enzima alcalase e a sua sinergia com a técnica de sonicacdo na melhoria dos
parametros avaliados neste tépico. Outro destague é o possivel efeito aditivo da

mistura entre a enzima alcalase e flavourzyme.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O coproduto do camardo-rosa € um material de baixo custo com potencial
para ser explorado como fonte natural do carotenoide ASX, cuja demanda é
crescente nos campos de composto bioativo e corante alimenticio. Além disso, o
aproveitamento deste coproduto na obtencdo de ingredientes com alto valor
agregado € uma alternativa ao descarte do cefalotérax como residuo industrial,
evitando assim, a perda de substancias de elevado valor nutricional e funcional.

O coproduto em po obtido através da secagem em leito de jorro resultou
em um produto com alto teor de proteinas, cinzas e lipidios. E importante destacar a
presenca dos acidos graxos essenciais, linoleico e alfa-linolénico, e também dos
acidos graxos de importante valor nutritivo como o eicosapentaenoico (EPA) e o
docosaexaenoico (DHA).

Ao alterar a temperatura de secagem, houve a mudanca da umidade e da
concentragédo de ASX do produto final. Conclui-se que o melhor resultado foi obtido
no coproduto seco a 70 °C e submetido a extracdo com oleina a 70 °C, onde foi
possivel recuperar 31,3 uyg de ASX/ g de coproduto em po.

Em relacdo a cinética de extracdo e a modelagem matematica, o ajuste
realizado com o modelo cinético de transferéncia de massa proposto apresentou
R?>0,96 em todas as extracdes, portanto, € possivel afirmar que houve um 6timo
ajuste dos dados experimentais ao modelo tedrico.

A recuperacdo de ASX pelo método de EAE combinada com EAU é
promissora por nao utilizar solventes derivados do petréleo e ndo gerar residuos
toxicos. Quanto ao tratamento térmico realizado no coproduto, este promoveu um
aumento na eficiéncia de extracdo da ASX, sendo considerado como uma etapa
importante ndo apenas para a extracao deste carotenoide, mas também para inativar
enzimas endogenas e melhorar propriedades fisicas e microbiolégicas do material.

Os melhores resultados de ASX extraida por EAE combinada com EAU
foram obtidos a partir da hidrolise com a enzima alcalase isolada. As diferengas nos
mecanismos de acao das enzimas alcalase e flavourzyme geraram diferentes
produtos e, portanto, afetou a quantidade de ASX liberada para extracéo.

Os extratos oleosos apresentaram coloracdo alaranjada e diferencas
totais de cor classificadas como “muito distinto” e perceptiveis ao olho humano

(AE>3,0). Todos o0s extratos apresentaram elevados valores de estabilidade
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oxidativa e valores satisfatorios de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante. Em relacdo a estabilidade térmica, os extratos oleosos obtidos com
tratamento enzimatico apresentaram maior resisténcia ao calor devido a presenca da
ASX em concentracdes relevantes.

A alta estabilidade oxidativa e térmica dos extratos é de extrema
importancia para a sua aplicacdo em processos industriais. Ha também um interesse
no uso da ASX na avicultura e na piscicultura, uma vez que este pigmento nédo é
sintetizado por animais e deve ser adicionado como ingrediente nas ra¢des. Tao ou
mais importante quanto a sua aplicagdo como corante, sao as propriedades
funcionais da ASX, cuja capacidade de neutralizar radicais livres é uma

funcionalidade altamente valorizada no campo da alimentacdo humana.
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APENDICE

APENDICE 1 — ESPECTRO UV-VIS DA SOLUGCAO PADRAO DE ASTAXANTINA
EM OLEINA
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APENDICE 2 — CURVA-PADRAO DE ACIDO GALICO
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APENDICE 3 — CURVA-PADRAO DO TROLOX®
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ANEXO A — FICHA DE INFORMACAO DA ENZIMA ALCALASE

novozymes:

Rethink Tomorrow

Alcalase®
24LFG

Ficha de Informacado do Produto

1de2

Vilido a partir de 2014-04-11

Neste produto a atividade enzimética chave & fornecida por

serina endoprotease, que hidrolisa ligagdes peptidicas internas

CARACTERISTICAS DO PRODUTO

Enzima Declarada protease (Subtilisina)

Atividade declarada 2,4 AU-A/g
Cor marrom claro a escuro
Apresentacao Liquido
Densidade de aproximadamente (g/ml) 117

A cor pode variar de um lote para outro, A intensidade da cor ndo é
um indicativo da atividade enzimética.

ESPECIFICACAO DO PRODUTO

Limite Inferior Limite Superior | Unidade

Prot;ase un]t AU-A 2,4 ]
Contagem total de vidveis - 50000 3
Bactéria Coliforme - 30 1)
E.Coli Nao detectado 25 g
Salmonelia Naéo detectado 259
Metais pesados Max 30 ma/kg
Chumbo Méax 5 mg/kg
Arsénico Maéx 3 mg/kg
Cadmio Méx 0.5 mg/kg
mg/kg

Mercurio Maéx 0.5
O método analitico da enzima esta disponivel no Portal do Cliente (Customer
Centre) ou com o seu representante de vendas.

COMPOSICAO

Ingredientes % aprox. (p/p)

Glicerol, CAS no. 56-81-5 50
Agua, CAS no. 7732-18-5 a1
Protease (Subtilisina), CAS no. 9014-01-1* 9

*Definido como enzima conc. (base matéria seca)

INFORMACAO SOBRE ALERGIA

Alergénico Substdncia  Alergénico Substancia
contida' contida'
Carne bovina nao Lactose nédo
Cenoura nao Leguminosas nao
Aipo nao Tremogo ndo
Cereais contendo glaten? nao Leite nao
Carne de frango nao Moluscos nao
Cacau nao Mostarda nao
Coentro ndo Nozes? nao
Milho nao Amendoim nao
Crustaceos nao Carne de porco nao
Ovo nao Gergelim nao
Peixe néo Soja nao
3 nac Diéxido de nac

enxofre/sulfitos, mais que
10 mg por kg ou |

'Definicdo de substancias de acorda com LeDa/ALBA e o Regulamento
1169/2011 da Uniao Europeia

%Isto &, trigo, centeio, cevada, aveia, espelta, kamut

%Isto ¢, améndoa, avela, noz, castanha de caju, noz-peca, castanha do Para,
pistache, macaddmia e noz de Queensland

VALORES NUTRICIONAIS

O produto possui um valor nutricional tipico de aproximadamente 653 kJ/100 g
produto enzimético.

* Proteina 99/100 g
* Poliéis 509/100 g
* Umidade 41g/100g

Este produto ndo é um OGM
Organismo de producdo Bacillus licheniformis
O produto enzimético é produzido por fermentacio de um microrganismo que

nao esta presente no produto final. 0 organismo de produgdo nao é modificado
usando uma biotecnologia moderna

© Novozymes A/S
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CONDICOES DE ARMAZENAMENTO T S s e

Temperatura de armazenamento: 0-10 °C (32-50 °F)

A embalagem deve ser mantida intacta, seca e ao abrigo da luz. Siga as
recomendacdes e use o produto antes da data de validade expirar para evitar a
necessidade de uma dosagem maior.

Melhor utilizar antes de: A data de validade encontra-se no certificado de
analise ou na embalagem do produto

O produto oferece desempenho ideal quando armazenado conforme
recomendado e usado dentro de 24 meses da data de produgao.

A Novozymes garante a entrega pelo menos 6 meses antes da data de
validade.

O produto pode ser entregue em temperatura ambiente. Ap6s a entrega, o
produto deve ser do conforme recc dado a 0-10°C/32-50°F

PRECAUCOES DE SEGURANCA E MANUSEIO

Enzimas sao proteinas. A inalacdo de poeira ou aerosséis pode induzir
sensibilizagdo e causar reagoes alérgicas em individuos sensibilizados. Algumas
enzimas podem irritar a pele, os olhos e as membranas mucosas em caso de
contato prolongado. Veja a FISPQ ou o Manual de Seguranga para mais
informagdes sobre como manusear o produto com seguranca e o que fazer
em caso de derramamento.

CONFORMIDADE

O produto estd em conformidade com as especificagdes de pureza
recomendadas para enzimas de grau alimenticio definidas pelo Joint
FAO/MWHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) e o Food Chemicals
Codex (FCC).

Os certificados Kosher e Halal encontram-se disponiveis no Customer Center
ou com o representante de vendas

CERTIFICACOES

A Novozymes € signataria do Pacto Global das Nagdes Unidas, da Convengdo
das Nagdes Unidas sobre Diversidade Bioldgica e reportamos o nosso
desempenho de sustentabilidade através da Global Reporting Initiative (GRI).
Ver todos os nossos compromissos no dmbito da sustentabilidade em

:

SEGURANCA ALIMENTAR

A Novozymes conduziu uma analise de risco e preparou
um plano APPCC descrevendo os pontos criticos de
controle (PCCs). O plano APPCC é respaldado por um
amplo programa de pré-requisitos implementado nas \So 17‘

de Boas Praticas de Fabricacdo da Novozymes. ‘
O produto é fabricado de acordo com o plano APPCC

da Novozymes, as BPF e outros requisitos do Sistema de

Gestdo de Qualidade Novozymes.

O produto estd em conformidade com os requisitos de
pureza relacionados & micotoxinas recomendados pelo
JECFA FAO/OMS e FCC. O produto estd em

conformidade com a legislacdo sobre pesticidas da UE.

O produto é produzido em conformidade com a certificagao FSSC 22000

Novozymes Latin America Ltda
Rua professor Francisco Ribeiro 683
CEP 83707-660 - Araucéria - Parana
Brazil

O produto estd disponivel em diferentes tipos de embalagem. Entre em
contato com o representante de vendas para mais informagdes.

Para mais informacdes, ou enderegos de nossos escritorios, visite: www.novozymes.com

A legislacdo, a regulamentagao e/ou os direitos de terceiros podem impedir os clientes de importar, utilizar,
processar e/ou revender os produtos aqui mencionados de determinada maneira. Sem um acordo em separado e
por escrito entre o cliente e a Novozymes com essa finalidade, este documento nao se constitui em uma
representacao ou garantia de qualquer espécie e esta sujeito a alteragdes sem aviso prévio.

Tel. +55 41 641 1000
Fax +55 41 643 1443

© Novozymes A/S
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ANEXO B — FICHA DE INFORMACAO DA ENZIMA FLAVOURZYME

Ficha de Informacao do Produto
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Vilido a partir de 2014-03-19

Flavourzyme®
1000 L

Neste produto a atividade enzimética chave é fornecida por
exopeptidase, que libera aminoécidos por hidrélise da ligago peptidica N-terminal

CARACTERISTICAS DO PRODUTO INFORMACAO SOBRE ALERGIA

Enzima Declarada Aminopeptidase Alergénico Substdncia  Alergénico Substancia
Atividade declarada 1000 LAPU/g contida’ contida’
Atividades secundai O produto apresenta atividade de 110 - ) =
protease Carne bovina nao Lactose ndo
Cor marrom claro a escuro Cenoura ndo Leguminosas nao
Apresentagao Liquido Aipo nao Tremogo nao
Propriedades O produto pode apresentar turbidez e conter Cereais contendo gluten? nao Leite nao
pequena quantidade de precipitado, isto ndo afeta Carne de frango nao Moluscos nao
a atividade enzimatica ou desempenho. Cacau nao Mostarda nao
Densidade de aproximadamente (g/ml) 1,27 Coentro nao Nozes® nao
A cor pode variar de um lote para outro. A intensidade da cor ndo é rghlho nz?o Amenddo\m e
um indicativo da atividade enzimética. juisiacecs n?o g de porco néo
Ovo nao Gergelim nao
ESPECIFICACAO DO PRODUTO:, Peixe nao Soja nao
Glutamato nao Dioxido de nao
Limite Inferior Limite Superior | Unidade enxofre/sulfitos, mais que
Aminopeptidase unit LAPU 1000 iy 10 mg por kg ou |
Contagem total de viaveis - 10000 1] -

'Definicdo de substancias de acorda com LeDa/ALBA e o Regulamento
116972011 da Unido Europeia

Bactéria Coliforme - 30 1]

E.Coli Nao detectado 259

Salmonella Néo detectado 59 2isto é, trigo, centeio, cevada, aveia, espelta, kamut

Metais pesados Max 30 mg/kg 3sto &, améndoa, aveld, noz, castanha de caju, noz-peca, castanha do Para,
Chumbo Max 5 mg/kg pistache, macadamia e noz de Queensland

Arsénico Méx 3 ma/kg

Cadmio Max 0.5 mag/kg VALORES NUTRICIONAIS

Mercdrio Max 0.5 mg/kg O produto possui um valor nutricional tipico de aproximadamente 801 kJ/100 g

produto enzimatico

O método analitico da enzima esta disponivel no Portal do Cliente (Customer * Proteina 179/100 g
Centre) ou com o seu representante de vendas.  Carboidrato 30g/100¢g
- » Acido orgénico 0g/100g
COMPOSICAO * Cinza 109/100g
Ingredientes % aprox. (p/p) * Umidade 439/1009
Agua, CAS no. 7732-18-5 42.80 STATUS GM
Sacarose, CAS no. 57-50-1 30 Este produto nao é um OGM
Aminopeptidase, CAS no. 9001-61-0* 17 Organismo de produgao Aspergillus oryzae
Cloreto de potassio, CAS no. 7447-40-7 10
Sorbato de potéssio, CAS no. 24634-61-5 0.20 O produto enzimatico é produzido por fermentagao de um microrganismo que

nao esta presente no produto final. O organismo de produgdo nao é modificado

*Definido como enzima conc. (base matéria seca) usando uma biotecnologia moderna.

© Novozymes A/S



PRECAU

Jdrzyme®
L

OES DE ARMAZENAMENTO

Temperatura de armazenamento: 0-10 °C (32-50 °F)

A embalagem deve ser mantida intacta, seca e ao abrigo da luz. Siga as
recomendacoes e use o produto antes da data de validade expirar para evitar a
necessidade de uma dosagem maior.

Melhor utilizar antes de: A data de validade encontra-se no certificado de
andlise ou na embalagem do produto.

O produto oferece desempenho ideal quando armazenado conforme
recomendado e usado dentro de 24 meses da data de produgéo.

A Novozymes garante a entrega pelo menos 6 meses antes da data de
validade.

OES DE SEGURANCA E MANUSEIO

Enzimas sdo proteinas. A inalagdo de poeira ou aerosséis pode induzir
sensibilizagao e causar reagoes alérgicas em individuos sensibilizados. Algumas
enzimas podem irritar a pele, os olhos e as membranas mucosas em caso de
contato prolongado. Veja a FISPQ ou o Manual de Seguranca para mais
informagdes sobre como manusear o produto com seguranca e o que fazer
em caso de derramamento.

CONFORMIDADE

O produto estd em conformidade com as especificacdes de pureza
recomendadas para enzimas de grau alimenticio definidas pelo Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) e o Food Chemicals
Codex (FCQ).

Os certificados Kosher e Halal encontram-se disponiveis no Customer Center
ou com o representante de vendas

CERTIFICACOES

A Novozymes é signatéria do Pacto Global das Nagdes Unidas, da Convengdo
das Nagoes Unidas sobre Diversidade Biolagica e reportamos
desempenho de sustentabilidade através da Global Reporting Initiative (GRI).
Ver todos 0s nossos compromissos no dmbito da sustentabilidade em
WWW.novozymes.com.

SURANCA ALIMENTAR

A Novozymes conduziu uma analise de risco e preparou
um plano APPCC descrevendo os pontos criticos de ’
controle (PCCs). O plano APPCC é respaldado por um 11w’

amplo programa de pré-requisitos implementado nas ‘SO '

de Boas Préticas de Fabricacdo da Novozymes.

O produto é fabricado de acordo com o plano APPCC
da Novozymes, as BPF e outros requisitos do Sistema de
Gestao de Qualidade Novozymes.

O produto estd em conformidade com os requisitos de
pureza relacionados & micotoxinas recomendados pelo
JECFA FAO/OMS e FCC. O produto esta em

conformidade com a legislacao sobre pesticidas da UE.

O produto é produzido em conformidade com a certificagao FSSC 22000

EMBALAGEM

O produto esta disponivel em diferentes tipos de embalagem. Entre em
contato com o representante de vendas para mais informagdes.

Novozymes Latin America Ltda Para mais informagoes, ou enderecos de nossos escritorios, visite: www.novozymes.com

Rua professor Francisco Ribeiro 683
CEP 83707-660 - Araucéria - Parand
Brazil

Tel. +55 41 641 1000
Fax +55 41 643 1443

A legislagao, a regulamentagdo e/ou os direitos de terceiros podem impedir os clientes de importar, utilizar,
processar e/ou revender os produtos aqui mencionados de determinada maneira. Sem um acordo em separado e
por escrito entre o cliente e a Novozymes com essa finalidade, este documento nao se constitui em uma
representacdo ou garantia de qualquer espécie e esta sujeito a alteracdes sem aviso prévio
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