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Resumo

A extracao de pigmentos carotenéides constitui uma possivel alternativa, de grande agregacao de valor, para o aproveitamento da cabeca do
camarao Litopenaeus vannamei. O objetivo do presente trabalho foi a identificacdo, a extracdo e a quantificacao dos principais pigmentos
desta matéria—prima, coletados a partir de uma planta de beneficiamento de camarao no Ceara - Brasil. Ap6s coccdo dos residuos a 100 °C,
na proporcao 1:2 cabeca de camarao e agua durante 15 minutos, obteve-se uma pasta de pigmentos brutos extraindo-se os carotendides
com acetona resfriada e, posteriormente, com hexano, obtendo a fase pigmento-hexano. Obteve-se também a fase DMSO, apds o material
ser particionado com dimetilsulféxido, e uma fracao acidificada. Estas frac6es sofreram evaporacao e secagem, sendo os carotenéides
identificados em coluna aberta, utilizando-se o parametro de eluicao das fragoes, o espectro de absorcao visivel € o valor de R, na camada
delgada de silica gel. Os espectros de absorc¢ao de cada fragao foram obtidos a 350 a 550 nm e quantificados por cromatografia de camada
delgada. Para o célculo de carotendides totais (37,62 pug.g' da pasta de pigmentos), utilizou-se o somatério das fracoes hexano, DMSO e
acidificada, e coeficientes de extincdo 2592, 2100 e 1690 referentes ao p-caroteno, astaxantina e astaceno, respectivamente. A astaxantina
foi o pigmento mais abundante (45,5%), seguido do B-caroteno-5,6-epéxido (33,5%) e do astaceno (21,0%).
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Abstract

The extraction of carotenoid pigments from shrimp heads left over from the processing of Litopenaeus vannamei has been shown to constitute
an economically feasible alternative for aggregating value to shrimp processing waste. The objective of the present study was to extract, identify
and quantify the main pigments found in shrimp heads collected at a shrimp processing plant in Ceara (Brazil). Samples were cooked for
15 minutes at 100 °C in water at a ratio of 1:2 until producing a mush. Carotenoids were extracted using cooled acetone and then hexane (the
hexane phase). Subsequently, the DMSO phase was produced along with an acid fraction by partitioning with dimethyl sulfoxide. Following
evaporation and drying, the carotenoids were identified in an open column using the elution parameter of the fractions, the visible absorption
spectrum and the R, value of the thin layer of silica gel. The absorption spectra of each fraction were read at 350-550 nm and quantified
by thin-layer chromatography. The calculation of total carotenoids (37.62 pg.g' of the pigment mush) used the sum of the hexane, DMSO
and acid fractions as well as the extinction coefficients of -carotene, astaxantin and astacin (2592, 2100 and 1690, respectively). The most
abundant pigment was astaxantin (45.5%), followed by B-carotene-5,6-epoxide (33.5%) and astacin (21.0%).

Keywords: processing waste; shrimp; carotenoid pigments; astaxantin.

1 Introducao

Os carotenoides sao pigmentos naturais e soluveis em gor-
dura, encontrados principalmente em plantas, algas, bactérias
fotossintéticas e em microorganismos nao fotossintéticos como
fungos e leveduras. Em salmao, truta arco-iris e nos crustaceos
(camarao, lagosta e caranguejo), sendo a astaxantina o carote-
néide encontrado em maior abundancia®.

No cultivo de peixes como a tilipia vermelha e de crustace-
0s, a astaxantina é comumente adicionada a racdo animal para
compensar a falta da ocorréncia natural deste pigmento®. Além
de promover a pigmentacao, o crescimento e a sobrevivéncia
dos animais cultivados®®, este pigmento também estimula o
sistema imunolégico de trutas. No entanto, o estimulo nao é
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suficiente para que a astaxantina seja incluida como um agente
imuno-estimulante nas formulagées alimentares?®.

A cabeca de camarao, com baixissimo valor comercial, é
uma fonte de poluicao ambiental, além de gerar custos adicio-
nais durante seu descarte, reduzindo a margem de lucro do
sistema de producao. Nos ultimos trés anos, o Brasil produziu
aproximadamente 50.000 t de camarao descabecado. No caso
especifico do L. vannamei, o cefalotérax constitui aproximada-
mente 33%, dependendo do tamanho dos animais'4, os quais
geralmente continuam sendo descartados pelas unidades be-
neficiadoras, sem qualquer tipo de aproveitamento tecnolégico.
Vale ressaltar que os residuos de crustaceos, dependendo da
espécie e do processamento, podem chegar a atingir 85% do
peso inicial’.

Muitos estudos foram realizados quanto ao aproveitamen-
to destes residuos, sob diversas formas, a saber: farinha de
camarao'?; elaboracao de produtos flavorizantes*!2!7 e quitina
e quitosana’®®. Uma possivel alternativa de grande agregacao
de valor para este material € a sua utilizacdo para extracao
de pigmentos carotenéides, por existir potencial e demanda
pelas industrias de alimentos, farmacéutica e de racdo. Deste
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modo, o presente trabalho objetiva investigar a presenca dos
principais pigmentos carotenéides encontrados no cefalotérax
do camarao cultivado L. vannamei.

2 Material e métodos

2.1 Extracao por coccao dos pigmentos da cabeca
de camaroes

As cabecas de camarao, Litopenaeus vannamei, foram ob-
tidas em plantas de beneficiamento de crustaceos de Fortaleza,
ainda no estado fresco, sendo imediatamente conduzidas ao
Laboratério de Recursos Aquaticos (LARAq) do Departamento
de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara.
Através de um processo de coc¢ao a 100 °C durante 15 minutos
(proporcao 1:2 camarao e 4gua), obteve-se uma pasta averme-
lhada contendo os pigmentos carotenéides brutos, que apés
acondicionamento em vidro revestido com papel aluminio foi
estocada em freezer até o inicio das analises.

2.2 Andlise de pigmentos carotenédides

O procedimento utilizado para andlise dos pigmentos
carotendides foi realizado de acordo com as recomendacoes
de BRITTON et al®, envolvendo as etapas de extracdo, saponi-
ficacdo, separagao e quantificacao dos carotenéides, conforme
descricao abaixo:

Extracao

Os pigmentos carotendides foram extraidos de 30 g de
pasta, obtida segundo descrito em 2.1, através de homoge-
neizacao com acetona resfriada (60 mL) em liqiiidificador. A
mistura foi filtrada sob vacuo de trompa d’agua em Kkitasato
e funil de Biichner, munido com papel de filtro comercial de
filtracao rapida. O residuo foi lavado com acetona até o filtrado
apresentar-se incolor.

A solucéo aceto-pigmentada foi transferida para um funil
de separacao, onde foram adicionados 150 mL de hexano. Apés
separacao das duas fases, a camada inferior contendo acetona
foi descartada e a fase hexanica, contendo os pigmentos, foi
mantida no funil e repetidamente lavada com 4gua destilada,
para remocao completa da acetona. A agua residual foi remo-
vida através de filtracao com sulfato de s6dio anidro. O volume
final do extrato de pigmento total em hexano foi completado
para 350 mL pela adicao do solvente.

Particdo hexano/dimetilsulféxido (DMSO)

Os pigmentos brutos presentes no extrato de hexano fo-
ram particionados em funil de separacao, usando 350 mL de
DMSO e obtendo-se as fases epifasica (pigmentos em hexano)
e hipofasica (pigmentos em DMSO). Ap6s separacao, a fase he-
xano foi lavada com 4gua destilada até alcancar uma coloracao
laranja- claro, sempre adicionando pequenas porcoes de etanol
para evitar a emulsificacdo da mesma. A solucao foi filtrada
em sulfato de sédio anidro, para retirada completa da agua,
foi concentrada em evaporador rotatério sob vacuo a 35 °C e
estocada em freezer.

Os carotendides presentes na fase DMSO foram purificados
pela adicao de 4gua destilada (150 mL), NaCl saturado (70 mL)
e etanol (225 mL). A solucao foi agitada, resfriada em banho
de gelo e extraida com uma mistura de éter etilico e hexano
(1:1), até auséncia de cor. A fracdo DMSO foi lavada com agua
destilada e filtrada em sulfato de sédio anidro, seguindo-se
de evaporacao em evaporador rotativo, sob pressao reduzida
e estocada em freezer.

Saponificacao da fracdo hexano e
obtencdo da fracdo acidificada

A fracao hexano foi dissolvida em 150 mL de éter etilico e
250 mL de 5% KOH em etanol a 90%, sendo entao deixada em
repouso por duas horas a temperatura ambiente e sob auséncia
de luz. Em seguida, adicionou-se agua destilada (375 mL) e
extracdo com 200 mL da mistura éter etilico e hexano (1:1),
resultando nas fases hexano e aquosa. A fase hexano foi entao
lavada até pH ligeiramente acido (pH + 5), filtrada em sulfato
de so6dio anidro, evaporada sob vacuo em evaporador rotativo
(35 °C) e estocada em freezer. A camada aquosa foi acidificada
com acido acético (pH:4) e submetida a nova extracdo com a
mistura éter etilico e hexano. Procedeu-se nova lavagem em
agua destilada, filtracdo em sulfato de sédio anidro, evapo-
racao sob vacuo em evaporador rotativo a 35 °C e estocagem
em freezer.

Cromatografia em coluna aberta

A separacao de pigmentos das fracoes hexano e DMSO foi
realizada em colunas de vidro com 2 cm de diametro, contendo
pequena quantidade de fibra de algodao na sua parte inferior,
seguida de silica gel 60 até uma altura de 11 cm e sulfato de
s6dio anidro na parte superior da coluna, para absorcao de
possiveis residuos de agua contidos na amostra. Procedeu-se
a cromatografia, inicialmente, com hexano e éter etilico a 20%,
com aumento gradativo das concentracoes de éter etilico, man-
tendo-se um gradiente de polaridade. A eluicao foi concluida
usando-se metanol puro.

Identificacgdo dos carotendides

Os carotendides foram identificados pelo comportamento
de eluicao das fracdes na coluna, o espectro de absorcao visivel
e o valor de Rf em camada delgada de silica gel. Os espectros de
absorc¢ao dos pigmentos em hexano foram obtidos na faixa de
comprimento de onda de 350 a 550 nm, em espectrofotémetro
(UV-VIS Varian Cary).

A placa de silica gel foi desenvolvida numa cuba saturada,
com fase mével constituida de benzeno, éter e acetona, na pro-
porcao de 10:2, 5:2, respectivamente. Ap6s desenvolvimento,
calculou-se os valores de R, para em seguida, submeter a placa
a vapores de HCIl em uma cuba saturada, visando detectar a
presenca de grupos epoxidos.

Quantificacdo dos carotendides

Os pigmentos foram quantificados através do uso da for-
mula mostrada abaixo®:
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ug de carotendide _ absorbéncia - vol. da solugdo - 10°

(1)

g de amostra 100-E! . peso da amostra

Os valores dos coeficientes de extincao E'* utilizados para
quantificacao dos carotenéides foram descritos por BRITTON?,
sendo de 2592 (hexano), 2100 (hexano) e 1690 (piridina),
respectivamente, para B-caroteno-5,6-epoxido, astaxantina e
astaceno.

3 Resultados e discussao

3.1 Identificacao dos pigmentos carotendides

A cromatografia em coluna da fragcao hexano revelou a pre-
senca de cinco bandas, todas variando entre as tonalidades de
amarelo fraco a forte. O principal pigmento (coloracao amarelo
forte) foi eluido com o gradiente inicial de solventes (20% de éter
etilico em hexano). Da mesma maneira, o principal pigmento
da fracao DMSO (cinco bandas com coloracoes variando entre
amarelo claro a laranja muito forte) foi o da terceira fracao
(coloracao laranja muito forte) eluida da coluna com 50% de
éter etilico em hexano.

Os resultados sobre a andlise espectrofotométrica e cro-
matografia em camada delgada dos principais pigmentos das
fracoes hexano e DMSO, bem como da fragao acidificada de ca-
beca de camarao L. vannamei, estao mostrados na Tabela 1.

Os dados apresentados para a fracao hexano permitem,
experimentalmente, identificar o pigmento como sendo o
B-caroteno-5,6-epéxido (Figura 1). De acordo com RODRI-
GUEZ-AMAYA2, este composto deve apresentar espectro de
absorbancia ligeiramente inferior ao do p-caroteno, eluir na
coluna aberta apés o B-caroteno e ocorrer mudanca da cor,
amarelo para azul esverdeado, quando submetido a vapores de
HCI, significando que o pigmento apresenta em sua estrutura
radical epoxido.

NN

Figura 1. -caroteno-5,6-epoxido.

Na técnica de particdo, a fase DMSO retém os pigmentos
polares, tais como, xantofilas livres ou esterificadas. A fracao
eluida da coluna possivelmente trata-se de astaxantina (Figu-
ra 2), um ceto-carotenéide comumente identificado em peixes
e crustaceos?, levando em conta a presenca de um tnico ma-

Tabela 1. Caracterizacao das fracées hexano, DMSO e acidificada.

ximo de absorcao a 470 nm (7, 30). O valor intermediario do
Rf provavelmente esta relacionado com a forma de diéster’ e
a coloracdo vermelha alaranjada do pigmento?'. O pigmento
nao apresentou mudanca de cor ao ser submetido aos vapores
de HCL.

NN NN

HO |
(6]

Figura 2. Astaxantina livre. Na astaxantina diéster os grupos hidroxi-
licos encontram-se ligados aos acidos graxos.

O pigmento contido na fragao acidificada oriunda da sapo-
nificacao da fracdo hexano foi identificado por tentativa como
astaceno, levando em conta os dados da Tabela 1, comparati-
vamente com aqueles registrados na literatura que registra pico
tnico maximo na faixa de 465 a 477 nm, similares valores de
Rf e tonalidades de cores®3!2!:27,

A astaxantina pode ser convertida para astaceno (Figura 3),
durante o processamento do pescado e durante as etapas de
extracao, saponificacdo e separacdo dos pigmentos?*10.13.18,
O astaceno foi o carotendide presente na fracao acidifica-
da da farinha de carapaca do caranguejo aratu, Goniopsis
cruentata'®.

NN

7
o
O
Figura 3. Astaceno (3,3,4,4’-tetraceto--p-caroteno)

De acordo com RODRIGUEZ et al.??, a saponificacao dos
pigmentos em goldifsh, Carasius auratus resultou na separa-
¢ao de astaceno e cantaxantina em coluna Microcel C.

Confirmando as caracteristicas de polaridade dos pigmen-
tos descritos na Tabela 1, SPRINGATE e NICKELL* mostraram
que sob analise por CLAE, os pigmentos foram separados em
ordem crescente de tempo de retencao em: caroteno, éster de
astaxantina, cantaxantina e semiastaceno (uma forma epimérica
do astaceno).

Pigmento Maximos de absorcao Nome semi-sistematico Nome trivial
Fracéo/cor R* em hexano (nm)
Hexano/Amarelo forte 0,93 448,9; 474 5,6-epoxido-5,6-dihidro -B, B-caroteno  B-caroteno-epéxido
DMSO/Vermelho alaranjado 0,73 470 3,3~ dihidroxi-f, - caroteno-4,4’ diona Astaxantina diéster
Acida/Vermelho forte 0,64 468.,5 B, B-caroteno-4,4’-diona Astaceno

*Valores obtidos em placa de silica gel desenvolvida com benzeno, éter e acetona.
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3.2 Composicao quantitativa

As concentracoes dos pigmentos carotendides identifica-
dos, presentes nas fragoes hexano, DMSO e acidificada, estao
apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Composicao quantitativa dos carotendides totais presentes
nas fracoes de hexano, DMSO e acidificada.

Pigmento Concentracao
mg.100 g'de mg.100 g'de  mgkg'de
pasta lipidio cabeca seca
B-caroteno-epoxido 1,26 10,8 15,8
Astaxantina 1,71 14,6 21,4
Astaceno 0,79 6,7 9.9
Carotendide total 3,76 32,1 47,1

Estima-se que o contetido de pigmentos carotendides to-
tais, presentes nas fracdes hexano, DMSO e acidificada, é da
ordem de 3,76 mg. 100 g' da pasta de pigmentos.

De acordo com CAULAS, a cabeca de camarao L. vanna-
mei contém 74,5% de umidade e 3,7% de lipidios. Na pasta,
os teores de umidade e lipidios foram de 72,6 e 11,7%, res-
pectivamente. Estes valores parecem indicar que a pasta €
uma emulsao agua — 6leo. O rendimento em pasta foi muito
baixo, correspondendo a 1,2% em relacao a cabeca tmida do
camarao.

PERDIGAO et al.?°, relataram contetidos de astaxantina
em camarao branco, rosa e caranguejo aratu, de 12,66, 9,93
e 17,7 mg.100 g' em 6leo pigmentado, respectivamente. Para
o caranguejo guaiamum, o teor de astaxantina foi de apenas
2,11 mg.100 g!' de 6leo.

A concentracao percentual da astaxantina no produto
apresentou-se superior a 45%. Entretanto, comparando-se
a sua concentragao (14,6 mg. 100" de lipidios), observa-se
um teor levemente inferior ao extraido de cabeca integral de
camarao (21,2 mg.100 g' de 6leo pigmentado), relatado por
OGAWA et al."”.

Arevisao realizada por LINAN-CABELLO et al.!! revela que
em ovarios de crustaceos (camaroes e caranguejo), o conteudo
de carotenéides totais varia de 0,7 a 3,6 mg. 100 g' de amostra
umida, valores estes de acordo com aqueles apresentados na
Tabela 2. Todavia, valores extremamente elevados foram rela-
tados por ARREDONDO-FIGUEROA et al.!, no musculo abdo-
minal (0,82%) e no exoesqueleto (4,1%) de L. vannamei.

O conteudo de carotendide total, expresso em relagao ao
peso da cabeca seca, esta préximo daquele relatado por SHAHI-
DI e SYNOWIECKI?* para residuos desidratados de “snow
crab”, que foi de 53,1 mg.kg!' de caranguejo inteiro e variavel
com o tipo de tecido analisado (16,4 a 139,9 mg.kg").

4. Conclusoes

Um crescente interesse no uso de astaxantina na avicultura
e piscicultura tem se desenvolvido, uma vez que este pigmento
nao ¢ sintetizado por animais, devendo ser adicionado nas
racoes de forma a se obter uma coloracdo atraente para os
consumidores. Além disso, a astaxantina ¢ um poderoso an-

tioxidante e tem propriedades antitumorais, o que aumenta
seu potencial de utilizacdo na area da saade.

A astaxantina comercial é produzida por sintese quimica, e
alternativas naturais estao sendo buscadas em face a crescente
preocupacao com a seguranca alimentar e aspectos negativos
dos pigmentos sintéticos.

Considerando os resultados da analise quantitativa e
o volume de pasta obtida no experimento, pode-se estimar
que a astaxantina seja o pigmento sugerido mais abundante,
seguido do B-caroteno-5,6-epéxido e do astaceno. Cada quilo
de cabeca de camarao proporcionou 21,4 mg de astaxantina,
15,8 mg de B-caroteno-5,6-epdxido e 9,9 mg de astaceno, sendo
possivel que rendimentos maiores possam ser observados,
desde que sejam adotadas técnicas e equipamentos em escala
industrial.
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