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RESUMO

A obtencéo de biomoléculas, como a quitosana, de residuos do processamento do
pescado representa uma Otima oportunidade para recuperar moléculas bioativas
com propriedades Unicas e para realizar o aproveitamento integral dos recursos
naturais. Assim, o presente trabalho visou obter quitosana de carapacas do
camardo Xiphopenaeus kroyeri e utilizd-la como suporte para imobilizacdo de
enzimas. A quitosana foi obtida com sucesso apds etapas de descalcificacéo,
desproteinizacdo remocao de pigmentos e desacetilacdo. A quitosana foi
magnetizada e ativada para imobilizacdo utilizando glutaraldeido a 12,5%.
Solugbes de 1mg/mL de Tripsina ou Pepsina foram incubadas com a quitosana
ativada. O melhor desempenho catalitico para ambas enzimas digestivas foi
observado a 50°C e ao pH 9,0. Contudo, observa-se diferencas quanto a
estabilidade da atividade destas enzimas diante alteracdes no pH e temperatura.
Ao observar a viabilidade da quitosana em manter a enzima estavel ap6s 5
semanas de estocagem registra-se que as enzimas perderam 20% e 60% de
atividade (tripsina e pepsina, respectivamente). ApoOs testes de 10 reusos a
tripsina perdeu 17,6% e pepsina 42,04% da atividade inicial. Com isso conclui-se
que a quitosana € um suporte viavel para imobilizacdo de enzimas, especialmente
para tripsina, além de constitui-se uma alternativa sustentavel para as atividades
marinhas realizadas atualmente dada possibilidade de aproveitamento de residuos
do pescado que usualmente sédo descartados.

Palavras-chave: Residuos do pescado. Biomoléculas de Organismos Aquaticos.
Biotecnologia. Sustentabilidade.

ABSTRACT

Obtaining biomolecules, such as chitosan, from fish processing waste represent an
excellent opportunity to recover bioactive molecules with unique properties and
demonstrate how to make full use of natural resources. Thus, the present work
aimed to obtain chitosan from shells and heads of the shrimp Xiphopenaeus
kroyeri and uses it as support for immobilization of enzymes. Chitosan was
successfully obtained after steps of decalcification, deproteinization, removal of
pigments and deacetylation. Chitosan was magnetized and activated for
immobilization using 12.5% glutaraldehyde. 1mg / mL solutions of Trypsin or
Pepsin were incubated with activated chitosan. The best catalytic performance for
both digestive enzymes was observed at 50 ° C and at pH 9.0. However, there are
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differences in the stability of the activity of these enzymes due to changes in pH
and temperature. When observing the viability of chitosan to keep the enzyme
stable after 5 weeks of storage, enzymes lost 20% and 60% of activity (trypsin and
pepsin, respectively). After 10 replicate tests trypsin lost 17.6% and pepsin 42.04%
of initial activity. With this, it is concluded that chitosan is a viable support for the
immobilization of enzymes, especially for trypsin, and constitutes a sustainable
alternative for marine activities currently carried out given the possibility of taking
advantage of fish waste that is usually discarded.

Keywords: Biomolecules of Aquatic Organisms. Biotechnology. Fish processing

waste. Sustainability.

INTRODUCAO

A quitha €& o principal
constituinte do exoesqueleto dos
artropodes como caranguejos e
camarbes, esse polissacarideo é
facilmente convertido em quitosana,
que é um polimero de variadas
aplicacoes dada sua elevada
biocompatibilidade, especialmente
em biotecnologia Jayakumar et al.
(2011). A obtencédo de um polimero
tdo versatil a partir de residuos do
processamento de camardes
constitui-se uma ferramenta
altamente atrativa uma vez que o
destino destes residuos usualmente
€ o0 lixo comum e/ou o meio
ambiente. Diante disto, diversas
ferramentas biotecnol6gicas podem
atuar agregando valor a residuos do
processamento do pescado e
subsidiando caminhos para
exploracdo mais racional dos
recursos naturais Bezerra et al.
(2001); Ferraro et al. (2010);
Azevedo, (2013).

Biomateriais a base de
quitosana tém sido uma boa
maneira para valorizacdo de
subprodutos marinhos Ferraro et al.,
(2010) além de  apresentar
vantagens quando comparados a
materiais sintéticos Jayakumar et
al., (2011). O uso de biomateriais a
base de guitosana para
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imobilizacdo de enzimas é realizada
desde 1960 Dwevedi, (2016) e tem
possibilitado aplicacdes para
indastria de alimentos, farmacos e
de remocdao de contaminantes, além
de viabilizar investigacdes sobre as
melhores condicbes para
manutencdo e aplicacdo das
enzimas imobilizadas Seo et al.,
(2012); Vieira et al., (2013). De tal
modo, a busca por fontes para
obtencdo de quitosana pode
contribuir efetivamente para um
progresso cientifico nessa érea,

além de colaborar para
sustentabilidade das atividades
pesqueiras através do

aproveitamento integral do pescado.

0] Xiphopenaeus kroyeri
(Heller, 1862) (Penaeidae) € o
principal camardo alvo de pesca no
litoral brasileiro, tendo a captura
atingido a marca de 15.417t em
2011 MPA (2012). Integrada a
elevada captura, registra-se a
pressdo por este recurso e as
possibilidades de exaurir as
populacdes destes organismos dos
ambientes aquaticos nacionais,
especialmente apos a identificacao
da existéncia de espécies cripticas
para o género no pais Gusmao et
al., (2006). Adsorve-se a
problematica que a maior parte de
X. kroyeri capturado e



comercializado apo6s etapas de
processamento (remocéao da
carapaca e filetagem), o que gera
quantidades  consideraveis  de
residuos que sdo descartados
diretamente no ambiente. Assim,
discutir meios para tornar a pesca
mais sustentavel através de um
aproveitamento integral pode
representar uma alternativa eficaz
para explotacdo deste recurso
natural. De modo que o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a
possibilidade extracdo de quitosana
do camardo sete-barbas e utiliza-la
em biotecnologia como suporte para
imobilizagéo de enzimas digestivas.

MATERIAL E METODOS
Producado e Magnetizacao da
Quitosana

Residuos do processamento
do X. kroyeri foram obtidos da
comunidade de pescadores de
Barra de Sirinhaém - PE (8° 36'
50.422" S 35° 3" 5.022" W) e
levados para o Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE). Esse
material foi triado manualmente
para remocao de contaminantes e
triturado com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos. Apos
essa etapa o material obtido foi
submetido a etapas de
Descalcificacdo, Desproteinizacao,
Despigmentacao, Desacetilacao
seguindo metodologia descrita por
Cahu et al., (2012) e de Purificagao
Weska et al., (2007). Em seguida
esse material foi liofilizado e
magnetizado segundo a
metodologia de Azevedo (2013).

Imobilizacdo e atividade das
enzimas digestivas

Tripsinas e pepsinas
comerciais (1lmg/mL) foram ligadas
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covalentemente ao suporte
utilizando glutaraldeido a 12,5% em
temperatura de 4°C, sob suave
agitacdo. Os substratos BApNA a
8uM e Hemoglobina 2% foram
incubados com as enzimas
iImobilizadas para detectar a
atividade hidrolitica das enzimas. A
atividade das enzimas imobilizadas
foi avaliada por espectrofotometria
utilizando um leitor de microplacas
BioRad XMark™ a 405nm para
tripsina e 280 nm para pepsina.

Variacbes de pH, temperatura e
tempo de estocagem

O composito quitosana
magnética/tripsina ou pepsina foi
submetido a variagbes de pH (2 —
10 pH), temperatura (20 — 80°C) e
tempo de estocagem durante 5
semanas visando identificar as
melhores condicbes de operacéo.
Ainda foi realizado um teste de
avaliacdo de tempo de estocagem
por cinco semanas Todos o0s
experimentos foram realizados em
triplicata para minimizar erros
experimentais. Os reagentes
utiizados para execucdo do
presente trabalho foram adquiridos
da Sigma-Aldrich® e GE
Healthecare®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 mostra o0s
resultados da atividade enzimatica
diante variagcbes de temperatura.
Para ambas enzimas, 0 maximo de
atividade catalitica foi observado a
50°C. Estes resultados demonstram
a estabilidade do composto
guitosana magnética + enzimas
digestivas para operacdo em
temperaturas  elevadas. Esses
resultados convergem com o0s
encontrados por Amaral et al.
(2006) e Azevedo (2013). Ao



observar os efeitos das variacoes
de pH na atividade das enzimas
imobilizadas (Figura 2) é possivel
observar um padrao diferente para
tripsina e pepsina. Contudo, ambas
possuem maior atividade catalitica
em pH 10. Esses resultados
divergem dos observados por
Amaral et al. (2006), que observou
pH 8 como 6timo para tripsinas de
porco e para tripsinas purificadas do
intestino da Tilapia do Nilo. Estes
resultados adquirem importancia ao
se idealizar aplicacbes em
biotecnologia e setores industriais
como alimentos, por exemplo.

O teste de tempo de
estocagem (figura 3) mostrou que
as enzimas imobilizadas tiveram
resultados diferentes. A tripsina
manteve 76% da atividade inicial, ja
a pepsina perdeu 71% de sua
atividade inicial. Xi et al. (2005)
obteve resultados semelhantes para
tempo de estocagem da tripsina
imobilizada em macroesferas de
quitosana. Esse resultado
demonstra que a quitosana é mais
recomendada para imobilizacdo de
tripsina, dada viabilidade da
atividade enzimética durante o
tempo de avaliagdo. Assim, tornam-
se atrativas posteriores aplicacbes
praticas deste compasito.

O experimento de reuso
(Figura 4) mostrou que também ha
maior viabilidade para emprego da
tripsina em processos de
imobilizagdo. Afinal, a tripsina
perdeu somente 17,6%, 0 que
converge com 0s resultados
encontrados por Sun et al. 2017. A
pepsina, perdeu 42,04% ao fim do
10° reuso. Estes resultados
divergem dos observados por Altun
e Cetinus (2007) que perderam
cerca de 80% de atividade logo
apos 0 6° reuso. Assim, a quitosana
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obtida do camardo sete-barbas
conseguiu aperfeicoar parcialmente
a catalise realizada pela pepsina.

Assim, & possivel assumir
gue a quitosana obtida do camarao
sete-barbas é um bom suporte para
imobilizagéo de enzimas,
especialmente por ndo exercer
influencias negativas na atividade
das enzimas imobilizadas. Além
disso, a recuperacdo da quitosana
de residuos do processamento de
X. kroyeri possibilita a valorizacéo
de subprodutos pesqueiros e torna-
se uma questao central para uso
racional dos recursos naturais e
para sustentabilidade na industria
pesqueira.
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Figura 1: Atividade relativa (%) para as
pepsina e tripsina imobilizada. Foi utilizado
como substrato para o ensaio BApNA 8uM
e Hemoglobina 2%.
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Figura 3: Atividade relativa (%) sobre o
tempo de estocagem (em semanas) para
as enzimas digestivas imobilizadas.
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Figura 2: Atividade relativa (%) para tripsina
e pepsina sob variagbes de pH. Os
substratos  utilizados foram descritos
anteriormente.
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Figura 4: Atividade relativa (%) para reuso
das enzimas imobilizadas.



CONCLUSOES

A obtengcdo de biomoléculas,
como a quitosana, a partir de
residuos do processamento de X.
kroyeri representa uma
oportunidade exequivel para o
aproveitamento integral deste
recurso  pesqueiro, além de
conceber uma alternativa
sustentivel para uso dos recursos
naturais, principalmente diante da
atual pressdo para pesca deste
camardo. Destaca-se que o0
emprego de quitosana para
imobilizacdo de enzimas digestivas
trouxe maior estabilidade contra
variacfes de pH e temperatura para
enzima imobilizada. Especialmente
para tripsina que além da
estabilidade observada apds o
tempo de estocagem, manteve 83%
de sua atividade durante 10 reusos.
Assim, assume-se que a gquitosana
obtida de residuos do camardo
sete-barbas e um suporte
biocompativel e viavel para futuras
aplicacbes praticas de enzimas
imobilizadas.
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