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RESIDUO DE CAMARAO PARA PRODUCAO DE PROTEASES DE INTERESSE
BIOTECNOLOGICO
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Resumo: Objetivou-se utilizar o residuo de camardo como fonte de proteinas para producdo de proteases, como
uma alternativa para a utilizacao desse residuo. O residuo foi de camardo de dgua doce de espécie ndo identificada.
O teor de proteina foi obtido pela metodologia de Kjeldahl, um método indireto que determina o nitrogénio
organico total da amostra e converte em proteina pelo fator de conversdo 6,25. Para producdo enzimatica foi
utilizado a levedura Candida parapsilosis pertencente a colecdo de culturas de micro-organismos do Laboratério
de Controle Microbiolégico do NUEPPA, esta cepa foi isolada em ambiente de piscicultura teresinense. A
atividade proteolitica foi determinada segundo a metodologia de Charney e Tomareli (1947). A analise foi
realizada a cada 24 horas de fermentacdo até a obtencdo do pico da atividade enzimatica. A analise de proteina
bruta desse material teve uma média de teor proteico de 42,92%. Constatou-se um aumento consideravel na
producdo enzimatica de C. parapsilosis a partir das 96 horas de incubacdo (39,6 U/mL) no meio com residuo de
camardo como fonte de proteina, com um alcance maximo de atividade proteasica apos 168 horas de incubacéo
(78,3 U/mL). O residuo de camardo de agua doce mostrou-se uma boa fonte de proteinas para a producdo de
proteases com a Candida parapsilosis.

Palavras-chaves: Enzima. Fermentacéo. Biotecnologia.

Introducéo

Em 2050, estima-se que a populacdo mundial apresente um aumento de 9,7 bilhdes de
habitantes. Para suprir a demanda alimenticia dessas pessoas, busca-se alternativas como a
aquicultura. Esta atividade cresceu em pelo menos 35 paises no ano de 2014, onde os pescados
alcancaram uma producdo de 73,8 milhdes de toneladas com a geracdo de 6,9 milhdes de
toneladas de crustaceos (ABREU, 2017).

A industrializacdo do pescado no Brasil tem crescido com o surgimento de grandes
industrias de beneficiamento, atingindo um recorde histérico no ano de 2010, com producao de
60 milhdes de toneladas, estimadas em US$ 119 bilhdes. Deste total, 5,7 milhdes de toneladas
correspondem a crustaceos distribuidos entre os de 4gua doce, 4gua salobra e &gua marinha. No
entanto, 65% dessa matéria prima se perde durante a captura, comercializacdo e processos
industriais (BESSA-JUNIOR & GONCALVES, 2013).
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No mercado brasileiro, a producdo de camaréo era atendida por 32 processadoras que,
juntas, produziam aproximadamente 20.295 toneladas ao més e armazenavam 12.000 toneladas
em 2011. O produto é consumido sem cefalotorax e exoesqueleto, que geram quantidades
significativas de subprodutos (ABREU, 2017).

O processamento industrial do camardo gera residuos como cefalotérax e
exoesqueleto. O cefalotorax corresponde entre 30% a 40% da matéria-prima e o exoesqueleto
representa 37%. Juntos chegam a integrar em torno de 70% do peso da matéria-prima
(FERREIRA et al, 2016). Esses residuos colaboram com a elevagdo da poluicdo ambiental se
descartados incorretamente (MEZZOMO, 2012).

A composic¢do nutricional do residuo gerado pela producédo de camardes (exoesqueleto
e cefalotorax) corresponde de 15 a 20% de quitina, 15 a 40% de proteinas, 40 a 55% de sais
inorganicos e aproximadamente 15% de pigmentos carotenoides (SANTOS JUNIOR, 2018).
Por ser de facil degradacéo bacteriana, este residuo é capaz de fermentar com &cido latico, que
forma uma silagem rica em proteinas, lipideos e quitina insolivel (AZEVEDO, 2014). O
elevado teor de proteina pode permitir a sua utilizacdo como substrato para a producdo de
proteases microbianas. Estas enzimas sdo amplamente utilizadas para elaboracao de alimentos,
bebidas e detergentes; atuam também na preparacdo de couro, no amaciamento de carne e na
formulacdo de medicamentos (NEVES, 2006).

No processamento industrial ocorre a transformacdo da matéria prima em produto
aceitavel para comercializacdo. Em consequéncia sdo gerados residuos que, na maioria das
vezes, sdo clandestinamente enterrados em aterros sanitarios ou jogados no mar ou em rios,
com alto grau de contaminagdo ambiental (GOMES et al, 2020). Anualmente, 39 mil toneladas
de residuos sdo produzidas pela industria pesqueira e sdo causadores de problemas
socioambientais, devido a seu acumulo na natureza que gera cheiro desagradavel e atraem
insetos, o que pode causar danos a satude humana (ROCHA, 2016).

O desenvolvimento sustentdvel tem recebido destaque nos dltimos anos
principalmente quando se analisa 0 uso de recursos ambientais e os residuos produzidos pelas
industrias que tém promovido acdes visando diminuir a contaminacdo do ambiente
(WISSMANN, 2012). A industria pesqueira vem se preocupando em dar um destino adequado
para seus residuos, de modo que as agresses ao meio ambiente sejam cada vez mais reduzidas
(MOURA, 2008).

Quando esse material residual é descartado no ambiente, parte da degradacdo das
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proteinas constituintes € realizada pelas proteases microbianas. Na industria, a utilizacdo de
micro-organismos tem se expandido devido a alta eficiéncia desses seres na producdo de
metabdlitos secundarios, como as enzimas microbianas que apresentam como principal fungéo
a acdo catalitica, ou seja, enzimas que aceleram as reacdes bioquimicas. Muitas espécies tém
sido alvo de investigagdo para emprego na industria, sobretudo como fonte de amilases,
celulases e proteases, que s&o usadas no processamento de alimentos e detergentes (AMARAL,
2017).

Proteases sdo utilizadas em diversos ramos da industria, seja ela alimenticia,
farmacéutica ou quimica e correspondem a 60% do total de enzimas utilizadas no campo
industrial. Podem ser acrescentadas em detergentes, aplicadas no tratamento de residuos e
sintese de peptideos. Tém importante papel na maturacdo de carnes, fermentacdo de farinhas,
coagulacéo de leite para producéo de queijo e hidrolise de proteinas de soja, que gera produtos
com atividade antioxidante. As proteases se destacam, também, na sua participacdo em Kits
diagnosticos e obtencdo de peptideos vasoativos. Assim, suas mais variadas aplicacdes
biotecnologicas, tornam necessaria a busca por novas fontes de producdo dessa enzima
(DORNELLES, 2017).

O elevado custo de obtencao industrial das enzimas de origem microbiana € o principal
obstaculo para sua aplicagdo industrial, pois, a producdo enzimatica estd diretamente
relacionada ao tipo de substrato utilizado. Devido a promissora aplicabilidade dessas enzimas,
sua producdo deveria ser intensificada empregando meios de cultivos com baixos custos
(SILVA, 2006).

Considerando-se que o substrato para o desenvolvimento desses micro-organismos
produtores de enzima corresponda até 40% do custo em escala industrial, € importante pesquisar
substratos alternativos com baixo custo para a industria. Dentre as enzimas que podem ser
obtidas, as proteases hidrolisam proteinas e as degradam em pequenos peptideos e aminoacidos
(LADEIRA, 2012).

Tendo em vista a ampla utilizacdo das proteases na industria, a grande quantidade de
residuo gerado na producdo de camardo e seu valor nutricional, neste trabalho objetivou-se
utilizar o residuo de camardo como fonte de proteinas para producdo de proteases e, dessa

maneira, gerar uma alternativa para a utilizacdo desse residuo.

Material e Métodos
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Processamento do Residuo de Camarao

Foi utilizado residuo de camardo de &gua doce de espécie ndo identificada,
provavelmente pertencente ao género Macrobrachium sp, oriundo do Rio Parnaiba. Pesou-se
aproximadamente 300 gramas dos camares e acondicionados em sacos plasticos para
alimentos de primeiro uso. As amostras foram transportadas em deposito isotérmico com gelo
reciclavel, até o Laboratério de Controle Microbioldgico de Alimentos do Nucleo de Estudos,
Pesquisa e Processamento de Alimentos (NUEPPA), pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

No laborat6rio retirou-se 0 os residuos ndo comestiveis do camardo: cefalotérax, o
urépode e o restante do exoesqueleto. Com o auxilio de uma tesoura de metal, este residuo foi
fragmentado em pequenos pedacos, que foram distribuidos em placas de Petri, conforme a
Figura 1. As placas foram colocadas sem tampa em uma estufa de secagem e esterilizacéo
modelo 315 SE numa temperatura de 85°C por trés horas. Posteriormente, o residuo seco foi
transferido para um almofariz onde foi triturado com o auxilio de um pistilo até a obtencdo de
um pa. Este p6 foi armazenado em um frasco de vidro hermeticamente fechado e higienizado.

Figura 1: Fragmentacdo do Residuo de Camaréo

Fonte: Autoria Prépria
Determinacdo da Proteina Bruta do Residuo de Camarao

O teor de proteina foi obtido pelo método de Kjeldahl, 1883, um método indireto que
determina o nitrogénio organico total da amostra e converte em proteina pelo fator de conversédo

6,25. Foram pesados em duplicata 0,2 gramas da amostra (balaca analitica Edutec EEQ9003F-
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B) que foi transferida para um tubo de digestdo juntamente com 0,8 gramas de sulfato de cobre,
usado como catalisador e 5,0 mL de &cido sulfarico (Adolfo Lutz, 2008). Nesta primeira etapa
0 contetdo do tubo de digestdo foi aquecido a uma temperatura de 380°C em Bloco Digestor
Tecnal TE-040/25 até obter-se uma solugdo homogénea e azulada, indicando que toda a amostra
foi digerida pelo &cido sulfurico.

A segunda etapa consistiu em um processo de destilacdo. Apds o resfriamento do tubo,
adicionou- se 10 mL de &agua, seguido de 10 mL de hidréxido de sédio a 40% e conectou-o0 ao
Destilador de Nitrogénio Marconi MA036 plus. Com o aquecimento, a solugdo apresentou uma
coloragdo escura. Coletou-se 100 mL do produto obtido na destilagdo em um frasco tipo
Erlenmeyer contendo 20 mL de &cido borico a 2% e cinco gotas de indicador de Kjeldahl,
obtendo-se, assim, uma solucdo azulada. A titulagdo foi a Gltima etapa do processo. O produto
obtido pelo processo de destilagéo foi titulado com solugéo de &cido cloridrico 0,1 N, usando
cinco gotas de vermelho de metila como indicador. O resultado final foi determinado pela

seguinte equacéo:

VaxNXFCx100X0,014XFE
Pa

PT =
Onde:

PT = teor de proteina bruta total na amostra, em percentagem;

Va = volume da solucgéo de acido cloridrico gasto na titulacdo da amostra, em mililitros; N =
normalidade da solucéo de &cido cloridrico usada na titulacéo;

FC = fator de corre¢éo para o acido cloridrico 0,01 mol/L;

FE = fator empirico de conversao de nitrogénio para carne (6,25); Pa = massa da amostra em

gramas.
Preparacao do Inéculo

O micro-organismo utilizado para a producdo enzimatica foi a levedura Candida
parapsilosis pertencente a colecao de culturas de micro-organismos do Laboratoério de Controle
Microbioldgico do NUEPPA, esta cepa foi isolada em ambiente de piscicultura teresinense.
Trés alcadas da levedura foram inoculadas em tubos de plastico tipo Falcon contendo caldo
YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) e incubada sob agitacdo constante a 150 rpm em mesa

agitadora SL-180/DT Solab em temperatura ambiente (média de 25°C) por 24 horas.
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Preparagdo do Meio com Residuo de Camaréo e Processo Fermentativo

Adicionaram-se 2,0 g de residuo de camardo desidratado em p6 em 100 mL de tampéo
fosfato pH 7,2, obtendo-se uma concentracéo de 2,0% de residuo. Com o auxilio de uma chapa
aquecedora Q310B-22B Quimis, o contetdo foi pasteurizado em um frasco de vidro tipo
Béquer por 30 minutos a 65°C. O material foi transferido para um frasco de vidro tipo
Erlenmeyer previamente esterilizado. A fermentacdo ocorreu apés o resfriamento do frasco,
com a inoculagédo de 1,0 mL da suspensdo do micro-organismo, que foi incubado sob agitacéo
constante por 168 horas em mesa agitadora SL-180/DT Solab com 150 rpm em temperatura
ambiente do laboratdrio (média de 25°C).

Avaliacéo da Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada segundo a metodologia de (Charney &
Tomareli, 1947). A anélise foi realizada a cada 24 horas de fermentacdo até a obtencédo do pico
da atividade enzimatica. Inicialmente, transferiu-se com micropipeta uma aliquota de 1,0 mL
do cultivo de C. parapsilosis para frasco tipo Ependorff e centrifugou-se a 10.000 rpm por cinco
minutos em microcentrifuga de bancada Nova Instruments BK14080837. Desprezou-se 0
substrato e utilizou-se o sobrenadante. Em um frasco tipo Ependorff vazio, adicionaram-se 200
uL do sobrenadante, 200 puL de tampao fosfato pH 7,2 e 200 ul de solugdo de azocaseina a
1,0%, respectivamente. O material foi, entdo, levado para banho-maria numa temperatura de
37°C por 30 minutos. Apés este periodo, adicionaram-se 1000 puL de solugdo de acido
tricloroacético (TCA) a 10% e centrifugou-se novamente a 10.000 rpm por cinco minutos em
microcentrifuga de bancada Nova Instruments BK14080837.

Em uma cubeta de plastico transferiu-se todo o sobrenadante presente no frasco tipo
Ependorff e adicionou-se 400 uL de hidroxido de sodio. Em seguida, realizou-se a leitura da
intensidade de cor da amostra a 420 nm em Espectrofotdmetro UV Biospectro SP-220. Uma
unidade de atividade proteéasica foi definida como a quantidade de enzima que produz uma
diferenca de 0,01 de absorbancia por minuto de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas

condicdes de ensaio.
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Resultados e Discussao
Determinacéo da Proteina Bruta do Residuo de Camarao

Um dos grandes entraves das indUstrias processadoras de camar@es € o destino dos
residuos. Portanto, o valor nutricional do subproduto € muito importante para que ele seja
valorizado na destinacdo de outros processos. Nesse estudo, o residuo de camarao foi avaliado
quanto ao teor proteinas em sua constituicao.

Os valores encontrados na analise do teor de proteina bruta total do residuo de camaréo

estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1: Proteina Bruta Total de Residuo de Camaréo de Agua Doce Pés Secagem em Estufa e Pulverizacdo em
Almofariz

Amostra Volume gasto de HCI (mL) Proteina bruta total (%)
1 10,5 42,72
2 10,6 43,12
Média 10,55 42,92

Fonte: Autoria Propria

A farinha de residuo de camaré&o € definida como partes de camardes ndo decompostas,
desidratadas e moidas secas (SANTOS JUNIOR, 2018) cuja umidade ndo deve exceder a 10%
(situando-se entre 4,0 e 6,0%) com teor de gordura entre 8 e 16% e acidez de 5 mg de NaOH/g
de amostra. Neste trabalho, foi obtido o residuo de camardo desidratado em pd. Esse valor
concorda com o encontrado por (HOLANDA, 2009), que analisou o residuo industrial do
camarao sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri) liofilizado e determinou uma média de 37,77% de
proteina bruta. Em seus estudos, (LIMA, 2007) encontraram um teor de proteina de 66,01%
para farinha de cefalotérax do camardo Litopenaeus vannamei, enquanto (FERNANDES, 2013)
relataram um valor de proteina bruta de 50,05% para o residuo da mesma espécie. Os valores

de proteina bruta obtidos neste trabalho foram mais elevados que o de (GOMES, 2020). Em sua
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pesquisa com Macrobrachium rosenbergii, a concentracdo de proteica bruta (PB) da farinha
elaborada obteve valor de 38,45+1,90%.

Ainda de acordo com (GOMES, 2020), a desidratacdo do residuo de camardo
Macrobrachium rosenbergii deve ocorrer em temperatura de 50°C num periodo de 48h, o que
favorece conservacdo da proteina bruta desse material. No presente trabalho, a anélise teve
uma média de teor proteico de 42,92%. Sendo assim, o valor de proteina bruta do camardo de
agua doce avaliado nesse trabalho, foi mais elevado que os demais estudos citados.

Apesar de o material residual em estudo ser oriundo de camarédo de agua doce, o teor
de proteina manteve-se acima dos valores encontrados para o residuo de espécies de camarao
marinhos.

O camardo-de-agua-doce se alimenta tanto de animais quanto vegetais, enquanto 0s
camarfes marinhos a dieta € baseada em racOes extrusadas de alta densidade, pois, como
afundam, facilitam a alimentagé@o dos camardes que se alimentam somente no fundo do viveiro,
onde também consomem como complemento barato micro-organismos benténicos dentre eles,
0s crustaceos, moluscos, larvas de insetos aquaticos, entre outros (GOMES, 2020).

A farinha de camardo contém proteinas de elevada qualidade nutricional, o que torna
esse produto com elevado valor proteico. Além de sua composicdo em micronutrientes,
minerais, acidos graxos de facil digestibilidade e baixo teor lipidico (GOMES, 2020).

O po6 do residuo de camardo pode ser destinado a alimentacdo humana, como na
elaboracdo hamburgueres e salsicha, e no pré-enfarinhamento de nuggets de tilapia
(Oreochromis niloticus), o que o torna uma forma vidvel de aproveitamento do residuo
(SANTOS JUNIOR, 2018). Segundo o mesmo autor, a quitosana do camardo também pode ser
utilizada para purificacdo da agua.

Devido ao grande volume de camardes cultivados e capturados, a farinha de residuos
tem sido identificada como uma fonte de proteina animal de grande potencial, podendo
contribuir ainda para a reducdo de problemas ambientais pela inadequada destinacdo destes
residuos no processamento, trazendo, dessa forma um grande apelo ambiental e social
(SOARES, 2016). Uma das alternativas é transformar esse produto em um meio de cultura rico
em proteinas para a producdo de protease por micro-organismos. Esses resultados podem estar
relacionados ao consumo do alimento natural disponivel no habitat de cada espécie. Talvez a
diversidade dos nutrientes fornecidos na dieta de ambos os camardes defina o teor de proteinas

bruta encontrado na quitosana desse crustaceo.
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A idade do animal ou o estdgio de ecdise, que é a muda da carapaga que reveste o
corpo do animal, também tem um fator relevante na avaliagdo da proteina bruta, pois quanto
mais jovem, menor o nivel de proteina na carcaca do camardo (FONSECA, 2009).

Outro fator que pode estar relacionado a diferenca entre o teor de proteinas nas
espécies pode ser a densidade populacional de cada um. Pois, quanto mais denso, menor a
disponibilidade de alimentos pela disputa. O ambiente de agua doce é um ambiente natural em
que a quantidade de alimento disponivel passa a ser suficiente para os camarGes (FONSECA,
2009).

Avaliagdo da Atividade Proteolitica

Figura 2: Atividade Proteolitica (U/mL) do Residuo de Camardo em Func¢do do Tempo de Incubacgdo
90

78,3

w B (%) D ~ (0]
o o o o o o

N
o

Atividade proteolitica (U/mL)

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo de incubacdo (h)

Fonte: Autoria Prépria

As analises para verificacdo da atividade proteolitica foram realizadas em um intervalo
de 24 horas entre cada teste, totalizando nove leituras no espectrofotdmetro. Conforme o
Grafico 1, a atividade proteolitica aumentou em fungdo do tempo de forma sutil nas primeiras
72 horas. (SINGH et al, 2003) afirmam que ha a necessidade de uma massa minima de células
para que se possa iniciar de fato a sintese de proteases.

Constatou-se um aumento consideravel na producdo enzimatica de C. parapsilosis a
partir das 96 horas de incubacédo (39,6 U/mL) no meio com residuo de camardo como fonte de

proteina, com um alcance maximo de atividade proteasica ap6s 168 horas de incubacao (78,3
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U/mL). Essas condi¢Ges acabam por ser desinteressantes para a industria do ponto de vista
tempo, que se prolongou. No entanto, a atividade enzimética encontrada nos testes é
promissora. O tempo prolongado para atingir um valor considerado de proteases pode estar
relacionado ao pH do meio. Segundo, (TENG, 2001), valores de pH mais baixos favorecem o
aumento da hidrolise proteolitica de proteinas pela protease extracelular, promovendo assim a
remocdo dos minerais da casca de camardo. Outro fator que pode relevante para que ocorresse
uma proteinase em menor tempo, pode ser a escolha do micro-organismo para que ocorra a
fermentacao no substrato. Pois alguns micro-organismos sdo mais eficientes que outros quando
podem facilitar a quebra da proteina do camardo e a liberacao de proteinas hidrolisadas (TENG,
2001).

Apos alcancar o valor maximo, a proteases sofreu um processo de desativacdo nas 24
horas seguintes, com diminuicdo dos niveis de atividade enzimatica para 47,7 U/mL. Essa
reducdo pode indicar uma associacdo entre a producédo da enzima e o crescimento das celulas
no meio. Possivelmente, no periodo de 72 a 168 horas houve o crescimento exponencial dos
micro-organismos, e consequentemente, com 0 meio propicio, rico em proteinas, houve
também o aumento na sintese de protease por C. parapsilosis nesse ponto em que a cultura
estava metabolicamente ativa.

Apdls 168 horas pode ter-se iniciado a fase estacionaria de crescimento em que 0
metabolismo das células diminuiu e, por conseguinte, reduziu-se também a producéo
enzimatica. Segundo (NASCIMENTO, 2007) em um ensaio onde relacionaram o crescimento
da cultura no meio e a producéo de protease, foi constatado 0 aumento da producdo enzimatica
no final da fase exponencial e inicio da fase estacionaria de crescimento. O pico maximo de
atividade deu-se apds oito horas de incubacdo de Bacillus sp. quando o crescimento ja havia
sido cessado e a cultura se encontrava na fase estacionaria. Logo ap6s, houve uma rapida
diminuicdo da atividade, que prejudica a producdo em larga escala, devido a dificuldade de
isolar a enzima em sua atividade maxima. Portanto, torna-se necessario buscar alternativas que
aumentem a estabilidade da enzima sem inviabilizar o crescimento do micro-organismo.

Concluséao

O residuo de camardo de dgua doce possui teor de proteina bruta elevada em relacéo
ao camardo marinho. A farinha obtida da quitosana do camardo de 4gua doce mostrou-se uma

boa fonte de proteinas para a producéo de proteases com a Candida parapsilosis, revelando que
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esse subproduto apresenta grande potencial para comercializagdo tornando-se uma fonte
promissora em processos tecnoldgicos, pois obteve uma atividade proteolitica de 39,6 U/mL
em 96 horas de cultivo.

Abstract

The objective was to use shrimp residue as a protein source for protease production, as an alternative for the use
of this residue. The residue was freshwater shrimp of unidentified species. The protein content was obtained by
the Kjeldahl methodology, an indirect method that determines the total organic nitrogen of the sample and converts
it to protein by the conversion factor 6,25. For enzymatic production was used Candida parapsilosis yeast
belonging to the collection of microorganisms cultures of the Laboratory of Microbiological Control of NUEPPA,
this strain was isolated in Teresinean fish culture environment. Proteolytic activity was determined according to
the methodology of Charney and Tomareli (1947). The analysis was performed every 24 hours of fermentation
until the enzyme activity peak was obtained. The crude protein analysis of this material had an average protein
content of 42.92%. There was a considerable increase in C. parapsilosis enzymatic production from 96 hours of
incubation (39.6 U/ mL) in shrimp residue medium as a protein source, with a maximum range of protein activity
after 168 hours of incubation (78.3 U / mL). Freshwater shrimp residue proved to be a good protein source for
protease production with Candida parapsilosis.

Keywords: Enzyme, Fermentation, Biotechnology
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