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EXTRACAO DE QUITOSANA A PARTIR DE RESIDUO DE CAMARAO E SEU
EFEITO SOBRE LEVEDURAS DO BIOETANOL
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Co-orientador: Dr2 LIGIANNE DIN SHIRAHIGUE VIANI

RESUMO

A quitosana é um biopolimero amplamente utilizado na agricultura e nas industrias
alimenticia, médica e farmacéutica. E obtida através da desacetilacdo da quitina,
extraida da carapaca de crustaceos ou de micélios de fungos. Apesar de seu
potencial como agente antimicrobiano, a quitosana ainda ndo € usada na indUstria
do bioetanol para o controle de leveduras contaminante do processo. Dekkera
bruxellensis € uma levedura oportunista de grande interesse da industria do vinho e
dos processos fermentativos para producdo de etanol no Brasil, e seu controle se
faz necesséario. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi obter quitosana de
residuos de camarao por fermentacao bacteriana e posterior desacetilacdo quimica
e avaliar o seu efeito inibitério sobre leveduras da producdo de bioetanol. A
fermentacdo bacteriana foi realizada em concentracfes otimizadas de residuo,
in6culo e glicose visando maior producao de acidos. A desacetilacdo da quitina para
obtencéo de quitosana foi feita pelo método da autoclave (121 °C e 1 atm) utilizando
hidréxido de sédio 45%. A quitina e quitosana obtidas foram caracterizadas por
espectroscopia de infravermelho (FTIR), difracdo de raios-X (DRX), analise térmica
diferencial (TG-DTA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC). O efeito da
quitosana obtida (natural) e de quitosana comercial sobre o crescimento de D.
bruxellensis e de uma estirpe industrial de Saccharomyces cerevisiae (PE-2) foi
avaliado em caldo de cana e em meio de cultura YPD. Avaliou-se também o efeito
da adicéo de 500 mg/L de quitosana natural a fermentacdo em caldo de cana em co-
cultura com D. bruxellensis. Na etapa de extracdo de quitina por fermentacéo latica,
as condicdes de maior producdo de acido foram 10% (v/v) de in6culo de L.
plantarum e 100 g/L de glicose. Com a concentracdo de 5% (m/v) de residuo, foram
obtidos os melhores resultados na fermentacdo para obtencdo de quitina,
produzindo 23,09 g de acido latico/100 mL. A taxa de desmineralizagdo foi de 77% e
de desproteinizacdo de 43%. Espectros obtidos por infravermelho (FTIR)
confirmaram a presenca de quitina e quitosana nas amostras apos a fermentacao e
apos a desacetilacdo respectivamente, com grau de desacetilacdo de 80%.
Difratogramas de raio-x mostraram o perfil de cristalinidade das amostras, sendo a
quitina mais cristalina. Analise de termogravimetria demonstrou maior estabilidade
térmica da quitosana obtida comparada com a quitosana comercial. Tanto a
quitosana comercial quanto a quitosana natural reduziram a velocidade especifica
de crescimento maxima (Umax) de ambas as leveduras, e causaram um aumento da
fase lag de D. bruxellensis em 6 e 3,5 horas respectivamente, na concentragcéo de
500 mg/L. O mesmo néao foi observado em S. cerevisiae. Esta concentracdo de
quitosana natural, quando adicionada a fermentacdo reduziu o numero de D.
bruxellensis em aproximadamente 1 ciclo log apés 12 horas, com efeito menor sobre



a populacdo de S. cerevisiae. A eficiéncia fermentativa foi 22% maior quando
comparada com a fermentacdo sem adi¢do de quitosana. A quitosana natural obtida
nas condicfes desse trabalho se apresenta como antimicrobiano potencial a ser
utilizado na fermentacdo para producdo de etanol combustivel para controle da
levedura contaminante D. bruxellensis, sem interferéncia no processo.

Palavras-chave: sustentabilidade, fermentacdo latica, quitosana, residuo,
bioprocesso.
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EXTRACTION OF CHITOSAN FROM SHRIMP WASTE AND ITS EFFECT ON
BIOETHANOL YEASTS

Author: ISABELLA CARVALHO TANGANINI
Adviser: Prof Dr SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI
Co-adviser: Dr LIGIANNE DIN SHIRAHIGUE VIANI

ABSTRACT

Chitosan is a biopolymer widely used in agriculture and in the food, medical and
pharmaceutical industries. It is obtained by the deacetylation of chitin, extracted from
the carapace of crustaceans or fungal mycelia. Despite its potential as an
antimicrobial agent, chitosan is still not used in the bioethanol industry to control
process contaminant yeasts. Dekkera bruxellensis is an opportunistic yeast of great
interest to the wine industry and fermentation processes for ethanol production in
Brazil, and its control becomes necessary. In this context, the objective of this work
was to obtain chitosan from shrimp residues by bacterial fermentation and
subsequent chemical deacetylation and to evaluate its inhibitory effect on yeasts
from bioethanol production. The bacterial fermentation was carried out in optimized
concentrations of residue, inoculum and glucose aiming at higher production of acids.
The chitin deacetylation process to obtain chitosan was done by the autoclave
method, at 121 °C and 1 atm, using 45% sodium hydroxide. Chitin and chitosan
obtained were characterized by infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD),
differential thermal analysis (TG-DTA) and differential scanning calorimetry (DSC).
The effect of the obtained chitosan (natural) and a commercial chitosan on the
growth of D. bruxellensis and an industrial strain of Saccharomyces cerevisiae (PE-2)
was evaluated in sugar cane broth and YPD culture medium. The effect of adding
500 mg/L of natural chitosan to the fermentation in sugar cane broth in co-cultivation
with D. bruxellensis was also evaluated. In the chitin extraction by lactic fermentation
step, the conditions of higher acid production were 10% (v/v) inoculum of L.
plantarum and 100 g / L of glucose. At the concentration of 5% (m/v) residue, the
best results were obtained in the fermentation to obtain chitin, producing 23.09 g of
lactic acid / 100 mL. The demineralization rate was 77% and deproteinization was
43%. Infrared spectra (FTIR) confirmed the presence of chitin and chitosan in the
samples after fermentation and after deacetylation respectively, with 80%
deacetylation degree. X-ray diffractograms showed the crystallinity profile of the
samples, with chitin being more crystalline. Thermogravimetric analysis showed
higher thermal stability of natural chitosan compared to commercial chitosan. Both
commercial chitosan and natural chitosan reduced the maximum specific growth rate
(umax) of both yeasts and caused an increase in the lag phase of D. bruxellensis in 6
and 3.5 hours, respectively, at the concentration of 500 mg / L. The same was not
observed in S. cerevisiae. This concentration of natural chitosan when added to the
fermentation reduced the number of D. bruxellensis in approximately 1 log cycle after
12 hours, with minor effect in S. cerevisiae population. The fermentative efficiency
was 22% higher when compared to the fermentation without chitosan. The natural
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chitosan obtained under the conditions of this work presents as potential
antimicrobial to be used in the fermentation for the production of ethanol fuel to
control the contaminating yeast D. bruxellensis, without interference in the process.

Key words: sustainability, lactic fermentation, chitosan, residue, bioprocess



INTRODUCAO

A quitosana € um biopolimero derivado da quitina, que pode ser extraida de
vérias fontes, principalmente de crustaceos. No processamento da producdo de
camardo, a carne € separada, e as cabecas e cascas sdo consideradas residuos.
Muitas vezes estes residuos ndo sao descartados adequadamente e resultam em
poluicdo ambiental devido a grande quantidade gerada. Residuos biol6gicos como
estes sdo reconhecidos como fonte abundante de biocompostos incluindo quitina,
quitosana, lipideos, pigmentos, compostos de sabor e aroma, e carbonato de calcio.

O processo tradicional de extracdo destes compostos, principalmente da
quitina, € feito por meio de tratamentos quimicos que envolvem a utilizacdo de
acidos e bases fortes e altas temperaturas, resultando em producéo de alto custo e
geracdo de efluentes nocivos. Portanto, o uso da biotecnologia na converséo da
biomassa de residuo de camardo em produtos de alto valor agregado é de grande
importancia.

A fermentacdo latica é alternativa sustentavel que substitui a etapa de
desmineralizacdo e desproteinizacdo do processo de extracdo de quitina. O &cido
produzido pelo micro-organismo fermentador, especialmente da espécie
Lactobacillus plantarum, solubiliza o carbonato de célcio presente nas cascas de
camardo, e as enzimas microbianas realizam a hidrélise das proteinas. Ao final da

fermentacdo obtém-se a quitina, que deve passar por tratamento quimico para



conversdo em quitosana. Este biopolimero apresenta varias propriedades quimicas
e biologicas, e dentre essas destaca-se o efeito antimicrobiano. A quitosana tem
sido utilizada na indastria enolégica como antimicrobiano para o controle das
populacbes de leveduras indesejaveis, especialmente ndo-Saccharomyces. Porém
ainda nado é explorada na industria do bioetanol.

No Brasil, o processo de fermentagdo industrial para produgcdo de etanol
combustivel é realizado de duas formas: em sistema continuo e em batelada. O
mais comum € o batelada alimentada, no qual ocorre alimentacdo das dornas e
reciclagem da populacéo de leveduras ao final de cada ciclo de fermentacdo durante
toda a safra de producédo (FERREIRA, 2008). O mosto utilizado € composto de caldo
de cana e melaco, misturados em diferentes proporcdes. Uma particularidade deste
processo é o fato de ndo ocorrer de forma asséptica, possibilitando a entrada de
varios microrganismos, dentre eles bactérias e leveduras selvagens. Estima-se que
o caldo de cana contém cerca de 10° a 10* células de leveduras selvagens por mL,
dependendo de fatores como idade da cana e precedéncia, periodo entre a colheita
de cana e processamento, e limpeza dos motores (SOUZA-LIBERAL et al., 2007).
Os métodos tradicionais empregados pela indUstria sucro-alcooleira para o
tratamento do mosto, com o objetivo de reduzir sua carga microbiana contaminante,
incluem o uso de antibitticos e outros biocidas, e de &cido sulfarico concentrado na
fase de tratamento do fermento. Essas técnicas, embora sejam eficientes contra
bactérias, ndo tem acado contra as leveduras selvagens (BASSI, 2016).

Entre as leveduras néo-Saccharomyces (selvagens), o0 género
Dekkera/Brettanomyces tem sido considerado o principal contaminante da
fermentacao alcodlica, apresentando surpreendente capacidade de crescimento e
adaptacdo nos substratos a base de cana-de-aclUcar e causando problemas nas
industrias de fermentacdo para a producédo de etanol combustivel. Portanto, a
procura por agentes antimicrobianos, principalmente 0os que nao apresentem
caracteristicas toxicas ou nocivas ao meio ambiente e efeitos contra a levedura do
processo (Saccharomyces cerevisiae) se faz necessaria para inibir este
contaminante e evitar perdas na fermentacdo. Nesse contexto, a quitosana pode ser

uma alternativa interessante e eficiente.



OBJETIVOS

1 Objetivo geral
Obter quitosana de residuos de camardo por fermentacdo bacteriana e
posterior desacetilacdo quimica e avaliar o seu efeito inibitério sobre leveduras da

producao de bioetanol.

2 Objetivos especificos

1. Otimizar as condi¢cBes de in6culo e substrato para a producdo de acido por uma
linhagem de Lactobacillus plantarum em meio MRS;

2. Extrair quitina de residuos de camarao por meio da fermentacao por L. plantarum;
3. Avaliar o efeito de quitosana comercial e da quitosana proveniente da quitina
extraida de residuos de camardo (natural) sobre uma linhagem de Dekkera
bruxellensis isolada da fermentacdo etandlica e sobre uma linhagem industrial de S.
cerevisiae;

4. Avaliar o efeito da adi¢do de quitosana na fermentagéo etandlica e o impacto no

rendimento fermentativo.



REVISAO DA LITERATURA

1. Dekkera bruxellensis

Isolada inicialmente de cervejas britanicas, a levedura Brettanomyces
bruxellensis foi classificada em 1940 por Mathieu Custers. O termo “Brettanomyces”
refere-se as variedades anamorficas (reproducdo assexuada), sendo que algumas
décadas depois, a denominacdo “Dekkera” foi adicionada, classificando as
variedades teleomorficas (reproducdo sexuada). Ambas as denominacfes sé&o
utilizadas (SCHIFFERDECKER et al., 2014; STEENSELS et al., 2015).

Dekkera bruxellensis é responsavel por sabores e aromas caracteristicos em
cervejas, chas e alguns laticinios. Porém, é um dos principais contaminantes na
industria de vinho, causando deterioracdo poés-engarrafamento devido a
caracteristica oportunista (LOUREIRO; MALFEITO-FERREIRA, 2003;
SCHIFFERDECKER et al., 2014). Na maioria das vezes, esta levedura ndo é
detectada durante a fermentaciio, pois apresenta crescimento lento. E capaz de
resistir ao processo de maturacdo do vinho e manter-se viavel em baixas
concentracbes de oxigénio e acgucares, produzindo acidos e fendis volateis. Estes
compostos fendlicos (4-etilfenol e 4-etilguaiacol) conferem odores desagradaveis ao
vinho, identificados como “odor de rato”, “couro”, “urina de cavalo”, “plastico

queimado”, “fumacga”. Afetam também o paladar, conferindo sabor metalico ao vinho



(SILVA, 2005). A Tabela 1 mostra a distribuicdo de Dekkera/Brettanomyces em
diferentes substratos e suas fungoes.

Tabela 1. Distribuicdo e impacto de Dekkera/Brettanomyces em diferentes nichos

ecoldgicos e industriais.

Habitat

Funcéo

Tipo de interacdo

Atividade metabélica

Superficie da

Habitante, ou

uva baga raramente i i
9 encontrada
Dominante durante o
Vinho Deteriorante envelhecimento do vinho Vinil e etil-fendis
Cerveia Contaminante Competicdo com a Acentuacéo do sabor,
J levedura do processo formacéo de ésteres
. . Competicdo com S. Reducéo na producéo de
Bioetanol Contaminante cerevisiae etanol
Cidra Microflora da co- Dominante durante a fase Contribui¢do para o aroma
fermentacao de maturacdo final
Controle de formacéo de
Chéa Microflora da co- Dominante durante a fase biofilme durante o
"kombucha" fermentacéo de maturacdo armazenamento
. Microflora da co-
Tequila - -

fermentacéo

Fonte: Adaptado de BATT; ROBINSON (2014).

Dekkera bruxellensis é considerada o principal contaminante na industria de
fermentacdo etandlica. Devido a sua capacidade de adaptacdo as condicdes
ambientais adversas e limitantes (tais como concentracbes muito elevadas de
etanol, baixos valores de pH, e fontes de nitrogénio), é possivel sobreviver no mosto
e durante a fermentagéo (SCHIFFERDECKER et al., 2014).

D. bruxellensis e Saccharomyces cerevisiae (levedura industrial), apesar de
estarem evolutivamente muito distantes uma da outra, possuem algumas
caracteristicas em comum, como tolerancia a elevada concentracdo de etanol e
estresse osmatico, e crescimento em ambientes onde o oxigénio € limitado. Outra
caracteristica € a capacidade de produzir etanol mesmo em presenca de oxigénio
(efeito Crabtree positivo) (STEENSELS et al.,2015; BASSI, 2016). Quanto a



morfologia, as células de D. bruxellensis possuem formato ogival, resultante de
sucessivos brotamentos. Formas alongadas, esféricas, cilindricas e elipsoidais
também podem ser observadas (Figura 1) (UC DAVIS, 2017).

Figura 1. Morfologia das células da levedura Dekkera bruxellensis, apresentando
células alongadas (A), esferoidais (E) e ogivais (O), em meio Yeast extract Peptone
Dextrose (YPD). Aumento de 400x ao microscopio. Fonte: BASSI (2016).
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Dependendo do processo, D. bruxellensis pode apresentar certas vantagens
sobre a levedura principal da fermentagéo industrial (S. cerevisiae), como por
exemplo, a utilizacdo do nitrato presente no mosto (ndo assimilado por S.
cerevisiae), e a utilizacdo de oxigénio como estimulo para a fermentacao (efeito
Custer positivo) (PITA et al., 2011).

Foi demonstrado que em sistema de batelada com reciclo celular, uma
linhagem de D. bruxellensis foi capaz de crescer em meio de caldo de cana,
impactando negativamente a fermentacdo etandlica e causando a diminuicdo da
viabilidade de S. cerevisiae. Como resultado, houve decréscimo da producdo de
etanol e da eficiéncia fermentativa (MENEGHIN et al., 2013; BASSI, 2016).

Visto que esta levedura apresenta-se como contaminante da fermentacao, a
busca por agentes inibidores de crescimento é de suma importancia. Na indastria do
vinho, 0 mais comum é o diéxido de enxofre (SO2). E utilizado para evitar a
deterioracdo de vinhos engarrafados, e a recomendacao de uso € de 0,5-0,8 mg/L
de SO2 molecular (SUAREZ et al., 2007). Outros métodos de controle foram citados
por Silva (2005), como dimetil dicarbonato (DMDC), ozénio (Os3), filtracédo, tratamento
térmico e tratamento 4cido.

Bassi et al. (2015) utilizaram metabissulfito de potassio (MBP) como agente

inibidor de crescimento de D. bruxellensis em meio de cultura e em meio de



fermentacdo em co-cultura com S. cerevisiae. Resultados demonstraram que o MBP
foi efetivo no controle de algumas linhagens de D. bruxellensis nas concentracdes
equivalentes a 200-400 mg/L. Quando adicionado ao meio de fermentacdo, o MBP
resultou em controle mas ndo em morte celular de D. bruxellensis.

Em um outro trabalho, Bassi et al. (2013) utilizaram 13% de etanol adicionado
ao tratamento acido da fermentacao etandlica, e apesar desta concentracao retardar
0 processo fermentativo, foi eficaz no controle do crescimento de D. bruxellensis.

A procura por outros agentes antimicrobianos se faz necessaria para inibir
esta levedura contaminante e evitar perdas na fermentacg&o, principalmente, os que
ndo apresentem caracteristicas toxicas ou nocivas ao meio ambiente, como a

quitosana.

2. Quitosana como agente inibidor de crescimento de D. bruxellensis

A quitosana é um polimero de ampla utilizagdo nas indastrias de alimentos,
médica, farmacéutica, téxtil, e na agricultura, obtida por meio da desacetilacdo da
quitina (Figura 2), a qual pode ser naturalmente encontrada como elemento
estrutural de animais invertebrados, artrépodes e na parede celular de fungos
Zigomicetos. A obtencédo de quitina e quitosana a nivel comercial é feita da carapaca
de caranguejos e cascas de camardo, provenientes de residuos da industria
pesqueira (BERGER et al., 2011).

Figura 2. Estruturas quimicas parciais da quitina e quitosana. Fonte: SILVA et al.

(2006).
= o= ! oH

quitina quitosana

Dentre as propriedades biolégicas da quitosana (efeito coagulante, efeito
analgésico, aceleragdo da cicatrizagdo e reducdo de massa), encontra-se sua
atividade antimicrobiana. O mecanismo desta atividade esta intimamente
relacionado as propriedades fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da
membrana do micro-organismo (SILVA et al., 2006). O grupamento amino na forma
policatidnica, na presenca de pH abaixo de 6, € capaz de interagir com as cargas

negativas da membrana celular, causando mudancas na permeabilidade e perda de



componentes intracelulares (BERGER et al.,, 2011). Portanto, o ambiente da
fermentacdo € propicio a utilizagcdo de quitosana, pois € conduzido em baixo pH
(entre 4,5 e 5,5), sendo que no tratamento acido atinge valores de pH entre 1,8 a 2,5
(BASSO et al., 2011).

Estudos relacionados a inibicdo do crescimento de D. bruxellensis utilizando
quitosana tém sido realizados somente em linhagens isoladas de vinhos. Gémez-
Rivas et al. (2004) avaliaram o efeito da quitosana em S. cerevisiae,
Brettanomyces/Dekkera bruxellensis e Brettanomyces intermedius em culturas puras
e co-culturas. Nas culturas puras, a quitosana aumentou o periodo de laténcia de
ambas, B. bruxellensis e B. intermedius, e a taxa de crescimento de S. cerevisiae foi
inversamente proporcional a concentracdo de quitosana. Em co-cultura, B.
bruxellensis e B. intermedius ndo cresceram na presenca do polimero, enquanto que
o crescimento de S. cerevisiae nao foi afetado.

Ferreira et al. (2013) determinaram a Concentragdo Minima Inibitéria e a
Concentracdo Minima Letal de quitosana em 8 cepas de Brettanomyces/Dekkera.
Os resultados mostraram que a quitosana inibiu o crescimento de
Brettanomyces/Dekkera nas concentracdes de 0,2 a 0,5 g/L, porém este resultado
dependeu da massa molar do polimero. Quanto menor a massa molar da quitosana
(de 107 kDa a 624 kDa), menores os valores da Concentracdo Minima Inibitoria.

Segundo Reis (2014), utilizando 1 g/L de quitosana, foi possivel controlar o
crescimento de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis em meio de cultura sintético
GYP. Utilizando vinho como meio de cultura, as concentracdes necessarias para
inibir o crescimento foram menores, 0,1 e 0,05 g/L. Petrova et al. (2016) utilizaram
trés formas diferentes de quitosana (obtida do fungo Aspergillus niger, obtida da
casca de caranguejo, e lactato de quitosana) para avaliar os efeitos antimicrobianos
contra B. bruxellensis, utilizando vinho tinto e meio de cultura sintético. Em meio de
cultura, a quitosana obtida de fungo n&o demonstrou nenhuma atividade
antimicrobiana, em nenhuma concentragdo testada. Entretanto, todas as
preparacdes de quitosana foram eficientes em reduzir a populacdo de B.
bruxellensis quando adicionadas em vinho tinto. Foram observadas inclusive
alteracdes na morfologia das células de B. bruxellensis cultivadas em barris de
carvalho contendo vinho tinto varias semanas ap06s o tratamento com o preparo de

quitosana extraida de A. niger.



3. Extracdo de quitina e quitosana

O processo de extracdo de quitina consiste na desmineralizacdo e
desproteinizacdo do residuo com a utilizacdo de acidos e bases (figura 3). Pode ser
realizado através de métodos quimicos ou biolégicos, sendo que o método quimico
compreende a utilizacdo de &cido cloridrico (HCI) e hidroxido de sédio (NaOH) em
alta concentracdo e alta temperatura, oferecendo perigo a salude e ao meio
ambiente. Por isso, a fermentacéao latica tem sido utilizada como alternativa, ja que é
um método biolégico simples e ndo toxico. O acido produzido pelo micro-organismo
fermentador solubiliza o carbonato de célcio (mineral mais abundante no residuo) e
as proteases do micro-organismo se encarregam da protedlise. Apos a etapa da
fermentacdo, a quitina obtida deve passar pelo processo de desacetilacdo para
obtencdo de quitosana. Dentre os métodos comumente utilizados, Sedaghat et al.
(2017) compararam o método quimico tradicional, o método do micro-ondas e o

método da autoclave, e este Ultimo mostrou-se mais eficiente.

Figura 3. Extracdo de quitina e quitosana pelos métodos quimico e biologico. Fonte:
Adaptado de Hamed, Ozogul e Regenstein (2016).

Residuo de crustaceos

Método quimico (seco @ friturado) Metodo biolagico
Tratamento acido — Bactésias produloras de
(HCI 40-50%:) E g__'} acido latico
DESMINERALIZACAD
Tratamento akcalino — Eactérias produtoras de
(NaOH 40-50%) {::.j?} @_'_} proteases
DESPROTEINIZACAD
QUITINA
Trmgg‘r_l”ﬁ:aﬁf:;m :—;—9 g::; Tratarnanto enzmdtica
DESACETILAGAD

QUITOSANA




10

Varios micro-organismos tem sido usados na fermentagcdo de residuos de
camardo como Pseudomonas aeruginosa (SEDAGHAT et al., 2017), Bacillus subtilis
(SINI et al., 2007), Streptococcus thermophilus (MAO et al., 2013), e Lactobacillus
sp. (JUNG et al., 2006; WAHYUNTARI et al., 2011; ZHANG et al., 2012).

A Dbactéria Lactobacillus plantarum € considerada contaminante da
fermentacdo etandlica no Brasil; € uma bactéria homofermentativa com alta
capacidade de producao de acido latico (BASSO et al., 2014). Devido a este carater
e também por produzir proteases capazes de hidrolisar as proteinas do residuo de
camardo, L. plantarum tem sido promissora para a extracdo de quitina (RAO e
STEVENS, 2005; KHANAFARI, MARANDI e SANATEI, 2008; PRAMEELA et al.,
2010; ZHANG et al., 2012; PLOYDEE e CHAIYANAN, 2014; NEVES et al., 2017).

Neves et al. (2017) utilizaram carapacas de camardo de agua doce
provenientes da atividade de carcinicultura em tanques para extragao de quitina por
meio da fermentacdo com L. plantarum, um isolado de produtos carneos. Foram
obtidos 99% de desproteinizacdo e 87% de desmineralizacdo apds fermentacdo em
batelada por 72 horas, utilizando-se ajuste de pH e reinoculacdo da bactéria. O

rendimento da quitina foi cerca de 40% maior do que na extragdo quimica.
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CAPITULO 1. Bioextracdo de quitina de residuo de camar&o por fermentacéo

latica e obtencéo de quitosana

1. Resumo

Residuos do processamento de camardo constituem um problema atual no Brasil,
causando poluicdo ambiental devido ao descarte inadequado. Biopolimeros de alto
valor agregado podem ser recuperados destes residuos, como a quitina e a
quitosana. O processo tradicional de extracdo inclui tratamentos quimicos para as
etapas de desproteinizacdo e desmineralizacdo, que sao prejudiciais ao meio
ambiente. Por outro lado, a fermentacéo do residuo de camarao utilizando bactéria é
uma alternativa eco-friendly para se obter quitosana. Visando a utlizacdo de
residuos de camardo (cabeca e casca) para extracdo de biopolimeros para
aplicagcédo industrial, quitosana foi obtida por meio de bioconverséo utilizando a
bactéria Lactobacillus plantarum. A fim de determinar condi¢cbes Otimas para a
producéo de &cidos pela bactéria, diferentes concentracfes de indculo (10% e 20%
v/v) e glicose (20 g/L, 100 g/L e 150 g/L) foram testadas. O crescimento celular, o pH
e a acidez total titulavel foram avaliados diariamente, e as concentracdes que
apresentaram maior producéo de acido latico foram usadas para a fermentacdo com
duas concentracdes de residuo (5% e 10% m/v). A quitina obtida apds fermentacao
foi convertida em quitosana por meio do método da autoclave (121 °C a 1 atm),

utilizando hidroxido de sédio 45%. As condi¢cBes Otimas para a producdo de acidos
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(26,46 g de acido latico/100 mL) foram obtidas com 10% de in6culo e 100 g/L de
glicose. Com 5% de residuo, foram obtidos os melhores resultados na fermentacéo
para obtencdo de quitina, com a producdo de 23,09 g de acido latico/100 mL,
engquanto que na fermentacdo com 10% de residuo houve a producao de 10,58 g de
acido latico/100 mL. A taxa de desmineralizagcéo foi de 77% e de desproteinizagcédo
de 43%. Espectros obtidos por infravermelho (FTIR) confirmaram a presenca de
quitina e quitosana nas amostras apds a fermentacdo e apdés a desacetilacédo
respectivamente, com grau de desacetilacdo de 80%. Difratogramas de raio-x
mostraram o perfil de cristalinidade das amostras, sendo a quitina mais cristalina.
Analise de termogravimetria demonstrou maior estabilidade térmica da quitosana

obtida comparada com a quitosana comercial.

2. Introducéo

O processo de bioextracdo de quitina e quitosana de residuos de camarao
pode ser feito por uma ou sucessivas fermentacbes do residuo utilizando micro-
organismos, ou pela adicdo de enzimas especificas para cada etapa. Sdo métodos
alternativos ao método quimico tradicional que consistem basicamente em
desmineralizacdo, desproteinizacdo e desacetilacdo. Durante a fermentacéo latica
do residuo, acontecem as duas primeiras etapas, a desmineralizacdo e a
desproteinizacao. As bactérias laticas sdo as mais utilizadas para esse fim, pois a
rapida producdo de &cidos organicos impede a deterioracdo do residuo, visto que
cascas de camardo sao altamente pereciveis (PRAMEELA et al., 2010; PLOYDEE;
CHAIYANAN, 2014; NEVES et al.,, 2017; SEDAGHAT et al., 2017). A adicdo de
glicose facilita a acidificacdo do meio através da producao de &cidos, que suprimem
0 crescimento de micro-organismos deteriorantes. Por meio da fermentagdo, podem
ser extraidos também pigmentos, minerais, proteinas e compostos de aroma para a
industria de alimentos. Mao et al. (2017) citam estes compostos bioativos e como
eles podem ser extraidos de residuo de camardo por métodos menos agressivos,
principalmente pela fermentacéo latica.

A eficiéncia (maior porcentagem de desproteinizacdo e desmineralizacdo) da
fermentacado do residuo depende da otimizagdo de parametros como a concentracéo
de substrato (glicose), quantidade de in6culo, pH e tempo de fermentacéo (OH et al.,
2007; GHORBEL-BELLAAJ et al.,, 2013; SEDAGHAT et al., 2017). Estudos
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comparativos compilados por Hamed, Ozogul e Regenstein (2016) mostram que o
método bioldgico de extracdo de quitina de residuo de camardo apresenta
rendimento maior que o método quimico tradicional, e enfatizam os efeitos deletérios
ao meio ambiente causados por este ultimo.

Apébs a fermentacgdo, obtém-se a quitina “crua”, que é submetida ao processo
de desacetilacdo para se obter a quitosana. A desacetilacdo € feita por método
guimico e o mais eficiente e viavel em pequena escala é o método fisico-quimico da
autoclave, descrito por Hong et al. (2000). Este processo tem como finalidade
remover os grupos acetil (COCH?z) através de tratamento alcalino, que transforma as
unidades N-acetil-D-glucosamina em D-glucosamina com grupos —NH2 livres. A
quitosana assim obtida, dentre as varias aplicacdes na industria, € conhecida como
agente antimicrobiano, que pode ser usado sozinho ou em conjunto com outros
compostos bioativos, pois é biodegradavel e ndo tdéxico ao ambiente.

Visto que a fermentacdo é um método vantajoso de extracdo de quitina para
obtencdo de quitosana, este trabalho teve por objetivos obter e caracterizar a
quitosana extraida de residuos de camardo empregando-se fermentacdo pela
bactéria Lactobacillus plantarum e desacetilagdo por método quimico. Na etapa de
fermentacao, foram otimizados parametros visando maior producdo de &cidos pela

bactéria.

3. Materiais e Métodos
O processo de obtencdo de quitina por fermentacdo latica e quitosana por
desacetilagdo da quitina pode ser resumido no esquema da Figura 1. Os

procedimentos utilizados em cada etapa estdo descritos a seguir.
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Figura 1. Esquema dos procedimentos utilizados para bioextracdo de quitina a partir

de residuos de camaréao por L. plantarum.

| Caracterizacdo do residuo |

[ Experimento 1: Otimizacao da producéo de acidos por L. plantarum |

v

| Experimento 2: Fermentacdo dos residuos de camardo por L. planfarum em escala de frascos |

v

| Experimento 3: Fermentacdo dos residuos de camardo por L. planfarum em escala de biorreator |

v

| Obtencdo de quitosana por desacetilagdo quimica |

v

| Caracterizacao da quitina e quitosana obfidas |

3.1 Micro-organismo

Foi utilizada a bactéria L. plantarum CCT5852 (ATCC19255) pertencente a
colecdo de culturas do LAMAM — Laboratorio de Microbiologia Agricola e Molecular
da Universidade Federal de Séo Carlos, campus Araras. A cultura foi mantida em

Meio de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Himedia®) e armazenada a 4°C.

3.2 Caracterizacao do residuo

Os residuos (cabeca e casca) de camardo-sete-barbas (Xiphopenaeus
kroyeri) oriundos da Cooperativa de Industrias Beneficiadoras da regido de Santos,
SP, foram obtidos frescos em blocos embalados a vacuo. Os residuos foram lavados
com &gua destilada, secos em estufa a 60 °C por 24 horas e congelados.
Posteriormente foram liofilizados em Liofilizador L101 - Liotop (Liobras) e
armazenados em freezer. Para a retirada de impurezas, os residuos foram triturados
e peneirados.

Amostras dos residuos foram retiradas, em triplicata, para analise de
umidade, proteina e cinzas, segundo AOAC (1995). A umidade foi determinada
através do método gravimétrico, em estufa a 105 °C até massa constante. A analise
de proteinas foi realizada por meio do método Micro-Kjeldhal, com digestdo em
bloco digestor e seguida por destilacdo no destilador e posterior titulagdo com acido

cloridrico 0,01 M. O teor de matéria mineral (cinzas) foi determinado pelo método
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gravimétrico, carbonizando-se a amostra em mufla a 550 °C. Os resultados foram

calculados em base seca e expressos em porcentagem.

3.3 Otimizacao da producéao de acidos por L. plantarum (Experimento 1)
Visando otimizar as concentracfes ideais de inéculo e fonte de carbono
(glicose) para producdo de &acidos por L. plantarum, foram avaliadas duas
concentracdes de indculo (10% e 20%), e trés concentracdes de glicose (20 g/L, 100
g/L e 150 g/L) em esquema fatorial (2x3), conforme Tabela 1, em duplicata. A
bactéria L. plantarum foi cultivada em meio MRS liquido até uma densidade Optica
de 1,0. As células foram centrifugadas a 8.000 rpm, por 5 minutos a 4 °C e
adicionadas a meio MRS liquido segundo as concentracbes mencionadas, em
Erlenmeyers de 250 mL com volume total de 150 mL, pH 6,8. Os frascos foram
incubados a 35 °C em shaker a 150 rpm por 5 dias. Aliquotas de 10 mL foram
retiradas a cada 24 horas para determinar a densidade Optica em espectrofotbmetro
Biomate® a 540 nm; o pH, utilizando-se pH-metro digital; e acidez total titulavel, por
titulacdo de 9 mL da amostra centrifugada a 8.000 rpm em centrifuga refrigerada a 4
°C, adicionada de 3 gotas de fenolftaleina 1%, com solucdo de hidroxido de sodio
0,1 M até o ponto de equivaléncia e mudanca da cor da amostra para incolor, sendo
os resultados expressos em mg de acido latico/100 mL da amostra, segundo AOCS

(2003). Foram realizados dois experimentos independentes.

Tabela 1. Composicao dos tratamentos para otimizacao da producdo de &cidos por

L. plantarum em meio MRS.

Tratamentos Inéculo (%) Glicose (g/L)

T1 10 20
T2 10 100
T3 10 150
T4 20 20
T5 20 100

T6 20 150
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3.4 Fermentacdo dos residuos de camardo por L. plantarum em escala de
frascos (Experimento 2)

Os testes fermentativos foram conduzidos em 150 mL com as concentracfes
de glicose e in6culo otimizadas anteriormente, adicionadas de 5% e 10%
(massa/volume) de residuos, nas mesmas condicbes descritas no item 3.3.
Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas para determinar o pH e a acidez total
titulavel. Apés o término da fermentacéo, as fases solida e liquida foram separadas
por centrifugacdo. A fase solida foi lavada e centrifugada trés vezes com &agua
destilada, seca em estufa a 60 °C por 24 horas, e utilizada para analise do teor de
cinzas (como mencionado no item 3.2) e para desacetilacdo. A fase liquida foi
armazenada e utilizada para a quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

3.5 Desmineralizacéo e desproteinizacao

Amostras coletadas no inicio e no final da fermentacdo foram submetidas a
analise de cinzas pelo método gravimétrico, carbonizando-se a amostra em mufla a
550 °C (assim como citado em 3.2). Da fase liquida avaliou-se o teor de proteinas
pelo método de Bradford também das amostras iniciais e finais da fermentacgéo.

A porcentagem de desmineralizagdo (DM) e desproteinizacdo (DP) foi

calculada através das seguintes formulas:
%DM : [(Ag x 0)— (AR x R)] x 100/(Ag x O) %DP: [(Py x0)—(Pg x R)] x 100/(Pg x O)

em que O e R representam a massa (g) da amostra antes e depois da fermentacao,
respectivamente; Ao e Ar: teor de cinzas (g/g) antes e depois da fermentacgéao,
respectivamente; e Po e Pr: teor de proteina (g/g) antes e depois da fermentagéo,
respectivamente (SEDAGHAT et al., 2017).

3.6 Fermentacdo dos residuos de camardo por L. plantarum em escala de
biorreator (Experimento 3)

Visando a obtencdo de maior quantidade de produto, a fermentacao
mencionada anteriormente foi realizada nas mesmas condi¢cbes, em biorreator de
bancada TECNAL®, utilizando 5% de residuo, num volume final de 700 mL, a 190
rom, 35°C por 3 dias. Aliquotas diarias foram retiradas para determinar o pH e a

acidez total titulavel. Ao final da fermentacdo, o mesmo procedimento anterior foi
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adotado (separacdo das fases sélida e liquida e calculo da desmineralizacdo e
desproteinizacéo).

3.7 Obtencéo da quitosana

A quitina obtida (fase solida pés-fermentagéo) foi submetida ao processo de
desacetilagdo para obtencdo de quitosana. Este processo foi realizado pelo método
da autoclave, descrito por Hong et al. (2000), o qual consiste em adicionar solucéo
de hidroxido de sédio 45% (NaOH) a amostra de quitina numa proporgcao de 15:1
(v/m), e submeter a alta temperatura e pressao em autoclave (121 °C a 1 atm) por 30
minutos. Em seguida, a amostra foi lavada com agua destilada e seca em estufa a
60 °C por 12 horas.

3.8 Caracterizacdo da quitina e quitosana obtidas em comparacdo com

guitosana comercial

3.8.1 Infravermelho de Reflexdo Total Atenuada por Transformada de
Fourier (FTIR) e Grau de Desacetilacao

O método utilizado para as andlises de FTIR foi o de pastilhas de brometo de
potassio (KBr) para amostras solidas (PAVIA et al., 2010; SHIMADZU, 2018).
Aproximadamente 0,1 a 1% de amostras de quitina e quitosana extraidas foram
maceradas em almofariz, misturadas a 200 mg de KBr e comprimidas sob uma
pressdo de 6 a 8 toneladas. A pastilha foi inserida em espectrébmetro FT-IR Tensor I
(Bruker®) e analisada a uma faixa de 4000 a 400 cm*. Os ajustes de background e
linha de base foram feitos no software do equipamento, e 0s espectros foram
analisados no software OriginPro 8.0 (Originlab). Cada espectro foi obtido pelo
acumulo de 128 varreduras, com resolucédo de 4 cm™.

O grau de acetilacdo (GA%) foi calculado segundo equac&o proposta por
Brugnerotto et al. (2001) (Equacédo 1), a qual correlaciona as absorcdes referentes
as bandas obtidas a 1320 e 1420 cm™ do espectro de infravermelho. A partir do grau
de acetilagéo, foi calculado o grau de desacetilacdo da quitosana (GD%) segundo a
Equacéo 2 (EL KNIDRI et al., 2016).

A1320/ A1420 = 0,3822 + 0,03133 %GA (Equacao 1)

GD% =100 - %GA (Equacéo 2)
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3.8.2 Difracéo de Raio-X

Amostras secas da quitina e quitosana extraidas e de quitosana comercial
(Polymar, lote QP12615), foram submetidas a analise de cristalinidade utilizando o
equipamento MiniFlex X-ray diffractometer (XRD — Rigaku ®) com radiacdo CuKa =
1,5418A4, 40 kV e 30 mA, operando de 3° a 90° com passo de 10°/min. O célculo de
cada fase cristalina das amostras foi feito segundo a Lei de Bragg: nA = 2dnk senB
(onde n & um numero inteiro, A € o comprimento de onda dos raios-X, dw € a

distancia interplanar e 6 o angulo de difracéo) (LAWES, 1987).

3.8.3 Analise Térmica Diferencial (TG-DTA) e Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC)

Ambas as andlises foram realizadas em equipamento TGA 4000 e DSC 6000
(PerkinElmer®) com amostras de quitina e quitosana extraidas. Para a analise por
TG-DTA foram realizadas calibragcbes recomendadas com o padrdo oxalato de
calcio. Os ensaios foram feitos no intervalo de 30 a 650 °C, com razdo de
aguecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, no
qual os cadinhos de a-alumina e a massa da amostra foram pesadas de 5 a 10 mg.

Para as analises de DSC, as amostras foram preparadas pesando-se 4 a 5
mg, depositadas em porta amostra de aluminio apropriado e fechadas
hermeticamente por prensagem. As amostras sob atmosfera inerte de gas N2 com
fluxo de 50 mL/min foram submetidas a -70 °C, com uma isoterma de 10 minutos,
seguido de aquecimento até 230 °C a uma taxa de aquecimento de 20 °C/min. Em

seguida as amostras foram resfriadas até -70 °C a 10 °C/min.

3.9 Andlise estatistica

O programa Microsoft Excel 2010 foi utilizado para organizagcéo dos dados e
determinacdo de valores médios e desvios-padrao; e a manipulacdo e analise dos
graficos foram realizadas no software OriginPro 8.0 (Originlab). Para testes de
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, foi utilizado o software R. Os

resultados foram considerados significativos quando p<0,01.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacédo dos residuos de camaréao

Conforme Tabela 2, os teores de cinzas (54%) e proteinas (22%) obtidos
estdo proximos dos teores obtidos por Neves et al. (2017), 41% e 24%,
respectivamente, em caracterizacdo de residuo de camardo para bioextracdo de
quitina. O teor de cinzas encontrado por Panchakshari et al. (2016) para residuo de
duas espécies de camardo (Macrobrachium rosenbergii e Penaeus monodon) foi
relativamente menor, 33% e 35%, porém o teor de proteinas foi maior, 31% e 28%,
respectivamente. Essas variagdes encontradas na literatura devem-se as diferencas

entre as espécies de camardo e composicao das cascas.

Tabela 2. Composicdo quimica dos residuos de camarao liofilizados utilizados para

fermentacdo com L. plantarum para obtencao de quitosana.

Composicao quimica %!?
Umidade 9,85+ 0,50
Cinzas 54,07 £ 0,28
Proteinas 22,12 + 0,45

1 Média e desvio padrédo de amostras em triplicata

4.2 Otimizacdo da producdo de acidos por L. plantarum (Experimento 1)

Os tratamentos T2 (10% in6culo; 100 g/L glicose), T3 (10% inéculo; 150 g/L
glicose), T5 (20% ind6culo; 100 g/L glicose) e T6 (20% indculo; 150 g/L glicose)
apresentaram os menores valores de pH (3,59; 3,62; 3,67; 3,69 respectivamente), e
foram significativamente diferentes dos tratamentos T1 (10% indculo; 20 g/L glicose)
e T4 (20% inoculo; 20 g/L glicose) apos 5 dias de crescimento (3,84 e 3,80,
respectivamente). A quantidade de substrato demonstrou ser um fator determinante
na mudancga de pH do meio, pois ambos os tratamentos com menor quantidade de
glicose (T1 e T4) apresentaram pH maior e foram estatisticamente diferentes dos
demais.

A maior producdo de &cidos foi obtida no tratamento T2 (26,46 g de &cido
latico/100 mL) apos 5 dias de crescimento (Figura 2). As condic¢des utilizadas neste
tratamento permitiram a producdo de acidos equivalente a 18 mmol/100 mL em 24

horas, e 24,9 mmol/100 mL em 48 horas. Essas quantidades sao relativamente
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maiores que as encontradas por Neves et al. (2017) em experimento para avaliar a
producdo de &cido anteriormente a fermentacdo com residuo de camardo: 14
mmol/100mL em 30 horas (utilizando meio MRS com 50% v/v de solucdo de

sacarose, 20% e 50% de inoculo).

Figura 2. Producéo de acidos por L. plantarum em MRS apds 5 dias de crescimento

bacteriano para cada tratamento?.
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lLegenda: T1: 10% in6culo e 20g/L glicose; T2: 10% inéculo e 100 g/L glicose; T3: 10% ino6culo e 150
g/L glicose; T4: 20% in6culo e 20 g/L glicose; T5: 20% in6culo e 100 g/L glicose; T6: 20% in6culo e
150 g/L glicose. Letras diferentes entre os tratamentos demonstram diferenga significativa a nivel de
1% de significancia.

O crescimento microbiano avaliado pela densidade O6ptica demonstra
correlacdo com a producdo de acido por L. plantarum (Figura 3). Utilizando 10% de
inoculo, pode-se observar um comportamento melhor de crescimento celular, visto
gue o tratamento com 20% de in6culo apresentou uma fase lag maior. Este pode ser
0 motivo pelo qual a produgédo de acidos foi menor que o tratamento com 10% de

in6culo.
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Figura 3. Densidade Optica de L. plantarum em meio MRS com diferentes
concentracdes de inéculo (10% e 20%) e glicose (20 g/L, 100g/L e 150 g/L). A) 10%
de in6culo. B) 20% de inoculo.
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4.3 Fermentacdo dos residuos de camardo por L. plantarum em escala de
frascos (Experimento 2)

O tratamento T2 (10% in6culo; 100 g/L glicose) foi utilizado para a
fermentacdo com duas concentracdes de residuo (5% e 10%), pois apresentou
menor valor de pH e maior acidez total titulavel. Apés 5 dias, a fermentagcdo com 5%
de residuo produziu maior quantidade de acido (23,09 g de acido latico/100 mL) que
a fermentacdo com 10% de residuo (10,58 g de &cido latico/100 mL), conforme
Figura 4. Utilizando 5% de residuo, em 72 horas, a produgdo de &cido foi de 20,5
mmol/100 mL. Neves et al. (2017) obtiveram aproximadamente 10 mmol/100 mL de
acido em 72 horas de fermentacao utilizando residuo de camardo com uma estirpe

de L. plantarum isolada de produtos carneos, nas seguintes condi¢des: 50% v/v de
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solucéo de sacarose 20%, 50% de in6culo, 33% de residuo, 125 rpm, 35°C. Esses
autores realizaram também uma otimizacdo da fermentagcdo por meio de
reinoculacbes a cada 24 horas e ajustes do pH. Nesta situacdo, obtiveram uma

guantidade maior de acido, aproximadamente 40 mmol/100 mL em 72 horas.

Figura 4. Producéo de acidos em fermentacao utilizando L. plantarum em meio MRS

com 5% e 10% de residuo de camaréo, 10% de in6culo e 100 g/L de glicose™.
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! Letras diferentes entre os tratamentos para cada periodo de tempo demonstram diferenga
significativa a nivel de 1% de significancia.

4.4 Fermentacdo dos residuos de camardo por L. plantarum em escala de
biorreator (Experimento 3)

Apés 3 dias de fermentacdo em biorreator, a producéo de &cido foi de 15,7
g/100 mL e o pH 3,99 (Figura 5). Estes valores corroboram resultados obtidos nas

fermentacdes anteriores em escala de frascos.
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Figura 5. Producdo de acidos e pH em fermentacdo em biorreator utilizando L.
plantarum em meio MRS com 5% de residuo de camarao, 10% de in6culo e 100 g/L

de glicose, a 30 °C.
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4.5 Desmineralizacdo e Desproteinizacéo

A quantidade de 5% de residuo na fermentacdo apresentou maior
desmineralizacdo e desproteinizacdo (48% e 33,6%) que a fermentacdo com 10%
de residuo (47% e 29%) (Tabela 3).

Apesar de ambos o0s experimentos (2 e 3) apresentarem producdo
equivalente de acido, a porcentagem de desmineralizacdo e desproteinizacdo no
Experimento 3 (em biorreator) foi maior que no Experimento 2. Este fato pode estar
relacionado com o tipo de agitacdo empregada em cada caso. No experimento 2
(em frascos) a agitacéo foi em shaker orbital, e no experimento 3 (em biorreator) foi
por meio de chicana de 4 pas a 90°.

A porcentagem de desmineralizacdo obtida no Experimento 3 (77,3%)
apresentou-se maior que a obtida por Neves et al (2017) em fermentacao de residuo
de camardo com L. plantarum sem reinoculacdo (57%). Porém a desproteinizacao
foi menor, 43,4%, sendo que 0os mesmos autores obtiveram 83%. O fato de a
desproteinizacdo ter sido menor, neste caso, pode ser atribuido ao micro-organismo,
pois a estirpe utilizada por Neves et al (2017) foi isolada de produtos céarneos, e

provavelmente, produz uma maior quantidade de proteases.
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Sedaghat e colaboradores (2017) obtiveram desmineralizacdo de 82% e
desproteinizacdo de 92%, em fermentacdo de residuo de camardo utilizando
Pseudomonas aeruginosa. Wahyuntari et al (2011) apresentaram valores de 79,6%
de desproteinizacéo e 88,6% de desmineralizacdo em fermentacéo dupla de residuo

de camardo com Bacillus licheniformis e Lactobacillus acidophilus.

Tabela 3. Desmineralizacdo e desproteinizacdo dos residuos de camaréo

fermentados por L. plantarum para a obtencéo de quitosana.

Fermentacdes % Residuo % DM! 9% DP?
Experimento 2 (em frascos) 5 48 33,6
10 47,1 29
Experimento 3 (em biorreator) 5 77,3 43,4

1DM: desmineralizagdo, DP: desproteinizacao

4.6 Caracterizacdo da quitina e quitosana extraidas em comparagdo com

guitosana comercial

4.6.1 Infravermelho de Reflexdo Total Atenuada por Transformada de
Fourier (FTIR) e Grau de Desacetilagao

Os espectros de infravermelho da quitina e quitosana extraidas estao
representados na Figura 6 e sdao comparaveis aos encontrados na literatura
(CAMPANA-FILHO et al., 2007; LIU et al., 2012; CHEN et al., 2014; SEDAGHAT et
al., 2017; VARUN et al., 2017). No espectro referente a quitina (amostra pos-
fermentacdo), podem ser observadas bandas referentes as ligacdes
intermoleculares de hidrogénio O-H(6)...0-C e O-H(3)...0-5 proximas de 3480 e
3441 cm™. As bandas de deformacdo axial NH correspondentes as ligacdes de
hidrogénio C=0...H-N podem ser vistas em 3262 e 3111 cm. As bandas localizadas
nos comprimentos 2931 e 2850 cm sdo resultados da vibracdo dos grupos CHsz e
CH2. E possivel observar que a banda correspondente & amida | se divide nos
comprimentos 1655 e 1622 cm, caracterizando o alinhamento antiparalelo de uma
a-quitina. A a-quitina € a forma polimorfica mais estavel e mais abundante na
natureza. Outros picos de absorc¢ao atribuidos a a-quitina sdo o de deformacéo

angular de N-H (amida Il) em 1555 cm™ e deformacéo axial C-N (amida IIl) em 1311
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cm™. A banda em 1380 cm™ é referente aos grupos acetamida, e a banda em 1160
cm™ mostra a deformacéo axial simétrica de C-O-C.

No espectro de quitosana nota-se caracteristica de absorcdo diferente em
1635 cm™ devido a deformacéo angular dos grupos amina primaria, e as absorcoes
em 3481, 3262, 3111 e 1655 cm™ referentes aos grupos amida n&o sdo observadas
devido ao processo de desacetilacdo da quitina. A banda em 3431 cm™ mostra a
deformagéo axial do grupo NH2. A quitosana comercial demonstra um padrao
similar, com algumas variacfes devido a sua extracdo nao ser exclusivamente de
camarao.

Portanto, os espectros de infravermelho com transformada de Fourier
mostraram a presenca de quitosana nas amostras desacetiladas de quitina obtida
por fermentacgdo por L. plantarum. S&o semelhantes aos obtidos por Sedaghat et al.
(2017) em bioconversdo de residuo de camardo para obtencdo de quitosana
utilizando a bactéria Pseudomonas aeruginosa.

A quitosana obtida neste trabalho apresentou grau de desacetilacdo de 80%,
enguanto que a quitosana comercial apresentou 78,8% de desacetilacdo. O grau de
desacetilagdo é um fator diretamente relacionado ao efeito antimicrobiano da
molécula. Quanto maior a desacetilacdo, mais grupos aminos protonados estardo
disponiveis para interacdes eletrostaticas com a superficie das células, causando
ruptura da parede e morte celular (VERLEE, MINCKE e STEVENS, 2017).

Zhang et al. (2017) em experimento para obtencdo de quitosana de residuo
de camardo através de fermentacdes sucessivas em trés etapas obtiveram 81,2%
de desacetilacdo, enquanto que Sedaghat e colaboradores (2017) relataram 88% de
desacetilacdo em quitosana também extraida por fermentacdo de residuo de
camardo. El Knidri et al. (2016) obtiveram 82,7% em extracdo de quitosana por

irradiacao de micro-ondas.
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Figura 6. Espectros de infravermelho (FTIR) de quitina e quitosana extraidas de
residuos de camardo por fermentacdo utilizando L. plantarum, e de quitosana

comercial.
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4.6.2 Difracéo de Raio-X

Os perfis de cristalinidade das amostras de quitina e quitosana obtidas por
fermentacdo latica e desacetilacdo quimica respectivamente, e de quitosana
comercial podem ser observados através dos difratogramas apresentados na figura
7. A quitina extraida apresenta mais regides cristalinas que a quitosana, enquanto a
quitosana comercial possui caracteristica amorfa em relacdo as outras duas. A
Tabela 4 relaciona os picos observados nos difratogramas e as respectivas
distancias entre os pontos de cristalizagdo. Os picos em torno de 9°, 19° e 26° séo
comumente encontrados na literatura referentes a quitina e quitosana (JANG et al.,
2004; PAUL et al., 2014; EL KNIDRI et al., 2016; ZHANG et al., 2017). Os picos em
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torno de 22° 31° e 39°, também foram encontrados por Neves e colaboradores
(2017), e foram atribuidos a fase cristalina de carbonato de célcio (CaCQOs), assim
como o pico em 31° referente a fosfato de calcio (Cas(POa4)2). Ambos os minerais
sao constituintes de cascas de camarao, e 0s picos podem ser observados devido a

desmineralizag&o néo ter sido completa.

Figura 7. Difratograma de Raio-X de quitina e quitosana extraidas de residuos de
camaréo por fermentacgéao utilizando L. plantarum, e quitosana comercial.
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Tabela 4. Distancia entre pontos de cristalizagéo estrutural com picos analisados nos
difratogramas das amostras de quitina e quitosana obtidas por fermentacéo, e de

quitosana comercial.

Quitina Quitosana Quitosana comercial
20/(° dua /(R) | 2081/(°) dnia /(A) 20/(°) dhia /(A)
9,12 9,69 9,04 9,77 10,12 8,73
19,2 4,62 18,96 4,67 19,62 4,52
22,94 3,87 22,74 3,9 22,02 4,03
26,38 3,37 26,14 3,4

31,86 2,8
39,32 2,29

4.6.3 Andlise Térmica Diferencial (TG-DTA) e Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC)

As curvas termogravimétricas da quitina e quitosana obtidas, e da quitosana
comercial demonstram a estabilidade térmica (Figura 8). As trés amostras
apresentam um primeiro evento térmico por volta de 100 °C, com cerca de 5% de
perda de massa para quitina e quitosana obtidas, e 10% para quitosana comercial.
Este primeiro evento € atribuido a umidade, visto que polissacarideos como quitina e
quitosana possuem grande afinidade com agua. O segundo evento térmico esta
relacionado a degradacao das amostras, e pode ser identificado entre 160 e 420 °C
para quitina, entre 250 e 425 °C para quitosana, e entre 250 e 350 °C para quitosana
comercial. A perda de massa é de cerca de 75%, 70% e 40% para quitina, quitosana
e quitosana comercial, respectivamente. No resfriamento ndo houve eventos
térmicos em nenhuma das amostras.

A quitina obtida neste trabalho possui perfil termogravimétrico semelhante a
uma a-quitina, sendo que ambas, quitina e quitosana, demonstram maior
estabilidade térmica que as encontradas na literatura (SAGHEER, 2009; AHYAT,
2017).

Na Figura 9 pode-se observar os picos endotérmicos de fusdo das amostras
de quitina e quitosana obtidas, e quitosana comercial. A quitina apresenta um pico
em torno de 60 °C, a quitosana em 75 °C e a quitosana comercial em 80 °C.
Temperaturas de fusdo mais elevadas podem ser encontradas para quitina e
quitosana, devido as fontes serem diferentes. Yen, Yang e Mau (2009) relataram

pico endotérmico entre 152 e 159 °C para quitosana extraida de cascas de
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caranguejo, e Kumari et al. (2015) obtiveram em torno de 100 °C para quitosana

extraida de carpa (Labeo rohita).

Figura 8. Analise termogravimétrica (TGA) de quitina e quitosana extraidas de

residuos de camardo por fermentacdo utilizando L. plantarum, e de quitosana
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Figura 9. Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) de quitina e quitosana
extraidas de residuos de camardo por fermentacdo utilizando L. plantarum, e de

quitosana comercial.
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5. Conclusdes

Quanto a otimizacdo da producdo de acido por L. plantarum, as condi¢cbes
que apresentam maior acidez titulavel sdo 10% de in6culo e 100 g/L de glicose.
Nessas condi¢bes, a fermentacdo com 5% de residuos de camardo produz mais
acido (23,09 g de acido latico/100 mL) e apresenta melhores valores de
desmineralizacédo (77,3%) e desproteinizacédo (43,4%) quando realizada em escala
de biorreator comparada com a escala em frascos. Os espectros de infravermelho
com transformada de Fourier mostram a presenca de quitosana nas amostras
desacetiladas de quitina obtida por fermentacéo por L. plantarum, com um grau de
desacetilacdo de 80%. As mesmas amostras de quitina e quitosana apresentam
caracteristica cristalina no difratograma de raio-x. A quitosana obtida neste trabalho

apresenta maior estabilidade térmica comparada com a quitosana comercial.
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CAPITULO 2. Efeito antimicrobiano de quitosana sobre linhagens de leveduras

da producéo de bioetanol

1. Resumo

A quitosana € um biopolimero amplamente utilizado na agricultura e nas indastrias
alimenticia, médica e farmacéutica. E obtida através da desacetilacdo da quitina,
extraida da carapaca de crustaceos ou de micélios de fungos. Apesar de seu
potencial como agente antimicrobiano, a quitosana ainda ndo é explorada na
industria do bioetanol. Dekkera bruxellensis é uma levedura oportunista de grande
interesse da industria do vinho e dos processos fermentativos para producédo de
etanol no Brasil. Neste trabalho, o efeito antimicrobiano de quitosana comercial e da
quitosana natural (obtida por desacetilacdo quimica da quitina obtida por
fermentacao latica) foi avaliado contra uma estirpe de D. bruxellensis (Db) e uma
estirpe industrial (PE-2) de Saccharomyces cerevisiae (Sc). O efeito de quitosana
comercial para Db foi avaliado num intervalo de 10 mg/L a 1000 mg/L, e para Sc foi
avaliada entre 50 mg/L a 500 mg/L. Os experimentos iniciais com quitosana
comercial foram conduzidos em tubos Falcon, contendo caldo de cana como meio
de cultura. Os melhores resultados foram repetidos em placa de cultura celular de 96
pocos no equipamento leitor de placas Infinite 200 PRO com meio YPD, assim como
0S experimentos com quitosana natural. A concentracao de 500 mg/L de quitosana

natural foi adicionada a fermentagéo em caldo de cana 14°Brix em co-cultura com D.
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bruxellensis, por 12 horas. Foram avaliados producdo de etanol, acucar redutor
residual, nimero de leveduras (UFC/mL) e eficiéncia fermentativa. A concentracao
de 100 mg/L de quitosana comercial foi eficiente em reduzir a velocidade especifica
de crescimento méxima de D. bruxellensis em 65%, e aumentar o tempo de sua fase
lag. Esta mesma concentracdo reduziu a velocidade especifica méaxima de
crescimento de S. cerevisiae em 52%, porém ndo houve aumento da fase lag. A
concentracdo de 500 mg/L de quitosana natural reduziu em 40% a velocidade
especifica de crescimento maxima de D. bruxellensis e aumentou a fase lag em 3,5
horas. Também reduziu a velocidade especifica de crescimento maxima de S.
cerevisiae em 50%, porém ndo aumentou a fase lag. Quando adicionada a
fermentacdo reduziu o numero de D. bruxellensis em aproximadamente 1 ciclo log
apos 12 horas, com efeito menor sobre a populacédo de S. cerevisiae. A eficiéncia
fermentativa foi 22% maior quando comparada com a fermentagdo sem quitosana. A
quitosana natural se apresenta como potencial antimicrobiano a ser usado na
fermentacdo para producdo de etanol combustivel para controle da levedura D.

bruxellensis, sem interferéncia no processo.

2. Introducéo

A quitosana tem se apresentado como antimicrobiano em potencial no
controle de leveduras do género Brettanomyces/Dekkera, consideradas
contaminantes dos processos de fermentacdo. Os trabalhos disponiveis
demonstram o efeito da quitosana apenas em linhagens isoladas da fermentacdo do
vinho, ou de vinhos engarrafados (GOMEZ-RIVAS et al., 2004; FERREIRA et al.,
2013; PETROVA et al., 2016). A quitosana também tem sido usada em forma de po
nao-soluvel e foi patenteada para adicdo em vinhos visando combater leveduras do
género Brettanomyces/Dekkera na concentragdo de 400 mg/L (BORNET et al.,
2015).

Dekkera bruxellensis tem causado grandes perdas de producédo em destilarias
de paises da América do Norte, Europa e América do Sul, assim como reducéo da
eficiéncia fermentativa na producdo de etanol combustivel no Brasil (SOUZA-
LIBERAL et al.,, 2007; BECKNER, IVEY e PHISTER, 2011), o que sugere
investigacdo sobre o emprego da quitosana para combater essa levedura no

ambiente da fermentacgéo etandlica.
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Em revisdo sobre o efeito antimicrobiano de quitosana, Verlee, Mincke e
Stevens (2017) mostraram um breve panorama da atividade antifangica de
quitosana (inclusive em S. cerevisiae) em concentragdes que variam entre 10 e
7.750 mg/L, porém este efeito € altamente dependente da espécie do fungo. A
quitosana afeta a membrana celular por meio de interagBes eletrostaticas com
fosfolipidios carregados negativamente. Assim que a célula é rompida, a quitosana €
capaz de adentrar e causar inibicdo da sintese de acidos nucleicos e proteinas
(MARQUEZ et al., 2013).

Visto que a quitosana € pouco explorada na industria do bioetanol, este
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito deste biopolimero sobre o crescimento da
levedura contaminante D. bruxellensis assim como sua influéncia nos parametros
fermentativos e na levedura industrial (S. cerevisiae). Do que se tem conhecimento,
este € o primeiro estudo envolvendo o efeito da quitosana para controle de Dekkera

bruxellensis na fermentacao etandlica.
3. Materiais e Métodos

3.1 Micro-organismos

Foram utilizadas as linhagens de D. bruxellensis (CCA155 — CCT7784)
isolada da fermentacdo etandlica, e a linhagem industrial de S. cerevisiae PE-2,
pertencentes a colecdo de culturas do LAMAM - Laboratério de Microbiologia
Agricola e Molecular da Universidade Federal de Sédo Carlos, campus Araras. A
manutencdo das culturas foi feita em meio de cultura Yeast Extract-Peptone-

Dextrose (YPD), e foram armazenadas a 4°C.
3.2 Efeito da quitosana sobre D. bruxellensis e S. cerevisiae

3.2.1 Experimento 1: avaliagdo em tubos Falcon
Os ensaios para determinagao do efeito da quitosana sobre o crescimento de
D. bruxellensis e S. cerevisiae foram realizados com quitosana comercial (Polymar,
lote QP12615). Os inoculos de ambas as leveduras foram cultivados em
Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de caldo de cana 4°Brix, e incubados por
24 horas em shaker a 30°C, 160 rpm. Posteriormente foram padronizados para

concentracdo de 1x10° células/mL.
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O experimento foi montado em tubos Falcon contendo 15 mL de volume final,
sendo: 6,5 mL de caldo de cana 9°Brix, 1 mL de in6culo, e 7,5 mL de solugdo de
quitosana em diferentes concentracfes. O controle (sem quitosana) foi feito com
agua destilada autoclavada no lugar da quitosana. A solucdo estoque de quitosana
(10.000 mg/L) foi preparada em solucédo de acido acético 2%, e a partir desta, foram
feitas diluicbes em &gua destilada para as seguintes concentracdes finais (em mg/L):
10, 20, 30, 40, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
750, 800, 850, 900, 950 e 1000 para D. bruxellensis; 50, 100, 150, 200, 250 para S.
cerevisiae. Cada solucao foi filtrada em membrana Millipore 0,45 um e armazenada
em frascos estéreis.

Os tubos Falcon inoculados (em duplicata) foram submetidos a agitacéo
constante em shaker a 30°C, 160 rpm durante 72 horas. Aliquotas diarias de 1 mL
foram retiradas para avaliacdo do crescimento por densidade oOptica (DO) em
espectrofotometro Biomate® a 600 nm. Os resultados foram expressos em variagao

da densidade éptica (densidade 6ptica final — densidade 6ptica inicial).

3.2.2 Experimento 2: avaliacdo em microplaca

As concentragbes de quitosana comercial que apresentaram inibicdo do
crescimento das leveduras no Experimento 1 (item 3.2.1) foram selecionadas para
experimento na leitora de microplacas Tecan Infinite® M200. Foi utlizada a
microplaca modelo “Costar 96 Flat Bottom Transparent Polystyrene” com 96 pocos,
com meio YPD num volume final de 200 pL, 20 uL de in6culo na concentracdo de
1x10° células/mL e concentraces de quitosana variando entre 50 mg/L e 500 mgl/L,
a 30°C, 24 horas e 160 rpm de agitacao (aproximadamente 5 mm de amplitude
orbital).

A quitosana obtida por desacetilacdo da quitina extraida por fermentacédo com
L. plantarum (denominada quitosana natural) foi testada nas mesmas concentracdes
da quitosana comercial. Todos os tratamentos (com e sem quitosana) foram
realizados com 3 repeticbes. O controle sem quitosana foi feito adicionando-se
volume de &agua destilada acidificada (a mesma utilizada para dissolver as
quitosanas) filtrada, em substituicdo ao volume de solucdo de quitosana.

O crescimento celular foi monitorado pela medida de absorbancia a 600 nm a
cada 15 minutos. Foi calculada a velocidade especifica de crescimento (U4, h™t) por

meio da regressao linear dos dados de In da absorbancia X tempo na fase
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exponencial, considerando-se o coeficiente angular como a velocidade especifica de

crescimento.

3.3 Efeito da quitosana natural adicionada a fermentacdo para controle do
crescimento de D. bruxellensis em co-cultura com S. cerevisiae

A concentracdo de 500 mg/L de quitosana natural foi selecionada para avaliar
seu efeito sobre a levedura contaminante D. bruxellensis em co-cultura com a
levedura industrial S. cerevisiae (PE-2) adicionada a fermentacédo de ciclo Unico. A
quitosana foi submetida a um processo de purificacdo antes de ser adicionada a
fermentacdo. A metodologia de purificacdo foi baseada em Weska et al. (2007) com
modificacdes. Foi adicionado 1% (m/v) de quitosana em uma solucdo 2% de acido
acético (v/v), que ficou em agitacdo por 24 horas. A solucéo foi centrifugada a 5.000
rpm por 10 minutos para retirada de material ndo dissolvido e o sobrenadante
precipitado com hidroxido de sédio (NaOH) até pH 12,5. Apos a precipitacdo, a
solucéo foi neutralizada com &cido acético até pH 7 e centrifugada novamente a
5.000 rpm por 10 minutos para recuperar a quitosana precipitada. Apds este
processo, a quitosana foi seca em estufa a 60°C por 4 horas.

As leveduras foram cultivadas separadamente a 30 °C em shaker 160 rpm em
meio de cultura YPD por 24 horas e transferidas para caldo de cana 4° Brix
esterilizado. Foram feitas transferéncias diarias para novo caldo até atingir a
concentracdo de 2x10° células/mL, contagem realizada em Camara de Neubauer
apos coloracdo com solucao de citrato de sédio-azul de metileno (LEE et al., 1981).

A fermentacdo foi conduzida em Erlenmeyers contendo caldo de cana 14°
Brix esterilizado, pH 4,5, com volume final de 100 mL, contendo 10% (v/v) de indculo
em concentracdo 1x108 células/mL, e 5% (v/v) de solucdo de quitosana em
concentracdo 500 mg/L. Os frascos foram mantidos a 30°C em shaker a 100 rpm.
Foram realizadas duas fermentacbes, em triplicata: co-cultura com ambas as
leveduras em concentragfes iguais de células/mL sem quitosana; e co-cultura com
ambas as leveduras adicionado de 500 mg/L de quitosana. Foram retiradas
amostras no tempo zero (logo apds a inoculacdo das leveduras), apds 6 horas, e
apos 12 horas de fermentacdo, para diluicdo em série e plagueamento em meio
YPD solido e YPD sdlido acrescido de actidione (50 mg/L) para determinacdo do

namero de S. cerevisiae e D. bruxellensis, respectivamente (UFC/mL). As placas
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com YPD foram incubadas a 30 °C por 48 horas, enquanto as placas com YPD +
actidione foram incubadas a 30 °C por 72 horas- As amostras foram centrifugadas e
0 sobrenadante armazenado para avaliacdo do pH em pH-metro digital;
concentracdo de etanol por destilacdo das amostras e determinacdo da densidade
hidroalcoodlica do destilado em densimetro digital Anton-Paar; e teor de acucar
redutor total (ART) pelo método do acido-3,5-dinitrossalicilico (MILLER, 1959).

Para o calculo da eficiéncia fermentativa, foi aplicada a férmula baseada no
calculo estequiométrico tedrico de Gay-Lussac (0,511 g de etanol/g de glicose), a

seqguir:

[( Etanol
ART Inicial — ARTFinal

0,511

]xmn]

Eficiéncia Fermentativa =

O célculo foi aplicado para os dados de etanol, ART inicial e ART final, em
g/100 mL no periodo de 12 horas de fermentacéo.

Foi calculada a variacdo logaritmica do crescimento de S. cerevisiae e D.
bruxellensis, considerando-se os valores de UFC/mL inicial e ao final de 12 h de
fermentacao. Foi utilizada a seguinte férmula:

Variagdo logaritmica do crescimento= (log UFC/mL finalion - log UFC/mL inicialon)

4. Resultados e Discussao

4.1 Efeito da quitosana comercial e quitosana natural sobre D. bruxellensis

No experimento realizado em tubos Falcon com caldo de cana, observou-se
uma diminuicdo na variacdo da densidade 6ptica com o aumento da concentracao
de quitosana comercial (Figura 1). A partir da concentracéo de 250 mg/L, observou-
se uma variacdo de absorbancia bem préxima de zero, indicando que ndo houve
crescimento celular no periodo de 72 horas devido a a¢do da quitosana comercial.

No experimento realizado na leitora de microplacas em meio YPD, foi possivel
calcular a velocidade especifica de crescimento maxima em cada concentracédo de
ambas as quitosanas, assim como avaliar a duragéo das fases lag e exponencial de

crescimento, conforme descrito na Tabela 1 e Tabela 2.
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Figura 1. Variacdo da densidade Optica de D. bruxellensis apos cultivo por 72 horas

em caldo de cana em tubos Falcon com diferentes concentracdes de quitosana

comerciall.
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1Equacao polinomial de 22 ordem: y = 4E-06x2-0,0028x+0,4549 (R? = 0,990)

Tabela 1. Velocidade especifica de crescimento maxima (h'), duracéo da fase lag

(h) e duracédo da fase exponencial (h) da levedura D. bruxellensis em meio YPD

acrescido de diferentes concentracfes de quitosana comercial, utilizando-se a leitora

de microplacas Tecan Infinite® M200, a 35°C, 160 rpm, 24 horas.

Concentracéo de Duracéo Duracao Velocidade especifica de
guitosana (mg/L) fase lag (h) fase exponencial (h) crescimento maxima (h1)!
0 6,5 8,7 0,168 + 0,012

50 6,2 8,9 0,157 0,031
100 8,3 7,7 0,059 0,005
200 7,7 12,7 0,097 0,024
300 9,1 14,2 0,067 0,001
400 10 14,6 0,055 =+ 0,002
500 12,7 10,8 0,058 0,018

1 Média e desvio-padrao das repeticdes
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Tabela 2. Velocidade especifica de crescimento maxima (h-1), duracdo da fase lag
(h) e duracédo da fase exponencial (h) da levedura D. bruxellensis em meio YPD
acrescido de diferentes concentracdes de quitosana natural, utilizando-se a leitora

de microplacas Tecan Infinite® M200, a 35°C, 160 rpm, 24 horas.

Concentracéo de Duracéo Duracao Velocidade especifica de
quitosana (mg/L) fase lag (h) fase exponencial (h) crescimento maxima (h%)!
0 6,5 5,3 0,168 0,012

50 7,7 7,8 0,133 0,016
100 9 5,5 0,147 0,015
200 9 6,5 0,136 0,013
300 7 8,4 0,197 0,020
400 8,6 7,1 0,130 =+ 0,006
500 10 6,4 0,103 0,017

1 Média e desvio-padrao das repeticdes

Com o aumento da concentracdo de quitosana comercial, houve uma
diminuicdo da velocidade especifica de crescimento maxima de D. bruxellensis, o
gue resultou em um aumento da fase exponencial e lag (Tabela 1). Este aumento da
fase lag também foi relatado por Gomez-Rivas et al. (2004), utilizando 6 g/L e 2 g/L
de quitosana com B. bruxellensis e B. intermedius. Ferreira et al. (2013) obtiveram
concentracbes minimas inibitérias de quitosana para estirpes de
Brettanomyces/Dekkera contaminantes de vinho que variaram entre 200 mg/L e 500
mg/L em 48 horas de crescimento.

Bagder Elmaci et al. (2015) verificaram que 0,2 g/L de quitosana inativaram
completamente B. bruxellensis, enquanto para Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus hilgardii, a concentracdo inibitoria foi 0,2 e 2 g/L, respectivamente.
Dependendo da concentracdo (faixa de 4 a 8 g/L), as preparacdes de quitosana
adicionadas aos vinhos tintos diminuiram a culturabilidade de B. bruxellensis. No
entanto, os vinhos ndo ficaram completamente estaveis apds o tratamento, pois a
levedura voltou a crescer (PETROVA et al.,, 2016). Nesse ultimo trabalho, as

preparacdes diferiram quanto a fonte (fungica, de camardo e de lactato), mas



47

também quanto ao grau de acetilacdo e peso molecular. As preparacdes de menor
massa molar sdo mais efetivas, sendo que uma linhagem de B. bruxellensis mostrou
uma reducédo de quatro ciclos log (FERREIRA et al., 2013).

Em 24 horas de crescimento em meio de cultura YPD, 100 mg/L de quitosana
comercial foi eficiente para reduzir a velocidade especifica de crescimento maxima
de D. bruxellensis em 65%, e aumentar o tempo de sua fase lag em 2 horas.

Quanto a quitosana natural (Tabela 2), na concentracao 500 mg/L foi possivel
observar reducdo de 40% na velocidade especifica de crescimento maxima de D.

bruxellensis, e aumento de sua fase lag em 3,5 horas.

4.2 Efeito da quitosana comercial e quitosana natural sobre S. cerevisiae

No experimento em tubos Falcon, o crescimento de S. cerevisiae foi afetado
na faixa de 100 a 200 mg/L de quitosana comercial em 72 horas de cultivo, porém
manteve-se constante nas concentragdes seguintes a 200 mg/L e 250 mg/L (Figura
2). Nao houve inibicdo de crescimento nas concentracdes testadas, como ocorreu
com D. bruxellensis a partir de 250 mg/L, demonstrando a seletividade da quitosana
na inibicdo do crescimento das duas espécies. Isto pode ser explicado devido a
processos celulares e vias metabdlicas que protegem S. cerevisiae contra
compostos que causam danos a membrana plasmatica, como € o caso da quitosana
(ZAKRZEWSKA et al., 2007).

Bagder Elmaci et al. (2015) verificaram que era necessaria uma concentracao
de quitosana cerca de 10 vezes superior a determinada para D. bruxellensis para
inibir o crescimento de S. cerevisiae (concentracdo minima inibitoria foi superior a 2
g/L). Valores aproximados para concentracdo minima inibitéria foram obtidos por
Tajdini et al. (2010) utilizando quitosanas de alto grau de desacetilacdo (acima de

95%) extraidas de fungo e de camaréo: 1 e 2 g/L respectivamente.
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Figura 2. Variacdo da densidade Optica de S. cerevisiae (PE-2) apés cultivo por 72
horas em caldo de cana em tubos Falcon com diferentes concentracdes de
quitosana comercial®.
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No experimento realizado na leitora de microplacas em meio YPD, notou-se
uma diminuicdo da velocidade especifica de crescimento maxima de S. cerevisiae
com o aumento da concentracdo de quitosana comercial (Tabela 3). O mesmo foi
observado por Gomez-Rivas et al. (2004), que concluiram que a taxa especifica de
crescimento de S. cerevisiae foi inversamente proporcional a quantidade de
quitosana. Em consequéncia, a duragdo da fase exponencial aumentou conforme
aumentou a concentracdo de quitosana. Os mesmos autores concluiram que o
desenvolvimento de S. cerevisiae foi melhor em concentragcbes mais altas de
quitosana (6 g/L).

A mesma concentracdo de quitosana comercial que reduziu a velocidade
especifica de crescimento maxima de D. bruxellensis (100 mg/L) e aumentou sua
fase lag também reduziu a velocidade especifica de crescimento de S. cerevisiae
(52%), porém nao houve aumento da fase lag.

A quitosana natural reduziu a velocidade especifica de crescimento maxima
de S. cerevisiae em 50% na concentracdo de 500 mg/L, porém também nao

aumentou sua fase lag (Tabela 4).
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Tabela 3. Velocidade especifica de crescimento maxima (h'), duracéo da fase lag
(h) e duracéo da fase exponencial (h) da levedura S. cerevisiae (PE-2) em meio YPD
acrescido de diferentes concentracfes de quitosana comercial, utilizando-se a leitora

de microplacas Tecan Infinite® M200, a 35°C, 160 rpm, 24 horas.

Concentracao de Duracgao Duracao Velocidade especifica de
quitosana (mg/L) | fase lag (h) fase exponencial (h)  crescimento maxima (h%)!
0 1,6 3,8 0,507 0,022

50 1,5 4,7 0,294 0

100 1,2 4,6 0,248 +0,010

200 0,8 4.8 0,174 0,021

300 1,2 5,2 0,114 +0,017

400 1,5 7,5 0,085 =+ 0,022

500 1,6 8,6 0,054 + 0,004

1 Média e desvio-padrao das repeticGes

Tabela 4. Velocidade especifica de crescimento maxima (h1), duracdo da fase lag
(h) e duracéo da fase exponencial (h) da levedura S. cerevisiae (PE-2) em meio YPD
acrescido de diferentes concentracdes de quitosana natural, utilizando-se a leitora
de microplacas Tecan Infinite® M200, a 35°C, 160 rpm, 24 horas.

Concentracéo de Duragéo Duragéo Velocidade especifica de
guitosana (mg/L) fase lag (n) fase exponencial (h) crescimento maxima (h%)!
0 1,6 3.8 0,507 0,012
50 1,4 4,1 0,338 +0,087
100 1,5 3,6 0,276 + 0,088
200 1,1 4,1 0,269 + 0,030
300 2,7 2,2 0,354 +0,067
400 2,7 3,1 0,313 +0,064
500 1,6 4 0,253 +0,031

1 Média e desvio-padrao das repeticdes
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4.3 Efeito da quitosana natural adicionada a fermentacdo para controle do
crescimento de D. bruxellensis em co-cultura com S. cerevisiae

A concentracdo de 500 mg/L de quitosana natural foi escolhida para testes
em fermentacdo pois promoveu uma reducéao de 40% na velocidade especifica de
crescimento maxima de D. bruxellensis, e aumento de sua fase lag em 3,5 horas nos
experimentos anteriores.

Quando adicionada em meio de fermentacdo com caldo de cana, a quitosana
natural teve efeito menor sobre o crescimento de S. cerevisiae do que sobre D.
bruxellensis (Figura 3). Transformando-se os valores de UFC/mL em log nos tempos
de 0 h e 12 h de fermentacdo, no experimento sem quitosana houve uma variagao
logaritmica de 0,1 no numero de UFC/mL, enquanto na presenca de quitosana a
variacao foi negativa (-0,22), ou seja, houve diminuigdo no nimero de UFC/mL de S.
cerevisiae. Para D. bruxellensis, no experimento sem quitosana a variacdo foi de
aproximadamente 1 ciclo log (0,96), enquanto na presenca de quitosana a variagao
foi de apenas 0,20, mostrando que houve um efeito da quitosana sobre o
crescimento da levedura contaminante em 12 horas de fermentacéo.

Elmaci et al (2015) em experimentos com adicdo de quitosana durante a
fermentacdo para producéo de vinho, também relataram o fato da quitosana n&o

alterar a viabilidade e performance de S. cerevisiae.

Figura 3. Niumero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL) de S. cerevisiae e
D. bruxellensis em fermentacdo em batelada de ciclo Unico com co-cultura acrescida
ou ndo de 500 mg/L de quitosana natural, em caldo de cana 14°Brix, 30°C, pH inicial
4,5.
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O teor de acucar redutor residual ndo diferiu em ambas as fermentacdes (com
e sem quitosana), como demonstrado na Figura 4. A producdo de etanol e a
eficiéncia fermentativa apdés 12 horas de fermentacdo estdo demonstradas na
Tabela 5. O tratamento com quitosana ocasionou um aumento de 22% na producéo

de etanol e eficiéncia fermentativa em relagéo ao controle sem quitosana.

Figura 4. Acucar redutor total (ART) residual em fermentacdo em batelada de ciclo
anico com co-cultura de S. cerevisiae e D. bruxellensis acrescido ou ndo de 500
mg/L de quitosana natural, em caldo de cana 14°Brix, 30°C, pH inicial 4,5.
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Tabela 5. Producédo de etanol e eficiéncia fermentativa em 12 horas de fermentacéo
em batelada de ciclo Unico com co-cultura de S. cerevisiae e D. bruxellensis

acrescido ou ndo de 500 mg/L de quitosana natural, em caldo de cana 14°Brix, 30°C,
pH inicial 4,5.

Sem quitosana®! Com quitosanat

Producao de etanol (g/100mL) 2,40 £ 0,82 2,92+£0,39

Eficiéncia fermentativa (%) 42,71 + 13,21 52,15 £ 5,59
1 Média e desvio-padrao das repeticdes

Considerando-se os resultados obtidos, foi possivel observar que a adi¢do de
500 mg/L de quitosana teve um efeito no controle do crescimento de D. bruxellensis
sem afetar substancialmente o crescimento de S. cerevisiae, ocasionando melhores

resultados nos parametros fermentativos (producdo de etanol e eficiéncia
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fermentativa). Foi avaliado somente um ciclo de fermentagdo e possivelmente a
adicdo de quitosana nos demais ciclos de fermentacdo pode levar a um maior

controle do crescimento da levedura contaminante.

5. Conclusdes

Em 72 horas de crescimento em caldo de cana, a quitosana comercial inibiu
D. bruxellensis a partir da concentracdo de 250 mg/L, porém nao suficiente para
inibir S. cerevisiae, embora tenha havido diminuicdo no crescimento. Em 24 horas
de crescimento em meio de cultura YPD, a concentracdo de 100 mg/L de quitosana
comercial foi eficiente em reduzir a velocidade especifica de crescimento de D.
bruxellensis em 65%, e aumentar o tempo de sua fase lag. Esta mesma
concentracdo reduziu a velocidade especifica de crescimento de S. cerevisiae em
52%, porém ndo houve aumento da fase lag.

A quitosana natural na concentragcdo de 500 mg/L reduziu em 40% a
velocidade especifica de crescimento maxima de D. bruxellensis, e aumentou a fase
lag em 3,5 horas. Houve também reducdo na velocidade especifica de crescimento
maxima de S. cerevisiae (50%) mas ndo ocorreu aumento da fase lag. Nos testes de
fermentacdo em batelada de ciclo Unico com co-cultura de S. cerevisiae e D.
bruxellensis, a quitosana natural teve efeito menor sobre o crescimento de S.
cerevisiae do que sobre D. bruxellensis, ocasionando um aumento de 22% na
producao de etanol e eficiéncia fermentativa em relagdo ao controle sem quitosana.

O aumento do periodo da fase lag de D. bruxellensis causado pela quitosana
natural é significativo para retardar seu crescimento num processo fermentativo em
batelada, podendo evitar perdas na producdo devido a contaminagcdo com esta

levedura.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel extrair
quitina a partir de fermentacéo latica de residuos de camardo em meio de cultura
MRS apdés otimizacdo dos parametros de concentracdo de glicose, in6culo da
bactéria e residuo. Esta quitina foi convertida em quitosana pelo método de
desacetilagdo quimica e denominada “quitosana natural” devido a parte do seu
processo de obtencdo ser um processo bioldgico.

As analises de caracterizacdo da quitosana natural demonstraram um perfil
mais cristalino e maior estabilidade térmica quando comparada com a quitosana
comercial. O grau de desacetilacdo obtido para a quitosana natural foi de 80%.

Os ensaios como antimicrobiano mostraram que a quitosana natural tem
efeito seletivo sobre Dekkera bruxellensis do que sobre Saccharomyces cerevisiae.
Houve reducédo da velocidade especifica de crescimento méaxima, e aumento da fase
lag em propor¢édo maior para a levedura contaminante, do que para a levedura do
processo. A adicdo de 500 mg/L de quitosana natural durante a fermentacéo de ciclo
anico com co-cultura de ambas as leveduras, resultou em aumento da producédo de
etanol e da eficiéncia fermentativa, provavelmente ocasionado pelo controle de D.
bruxellensis.

Portanto, o método de extracdo de quitina por fermentacdo latica é uma

alternativa que contribui para a sustentabilidade e agrega valor aos residuos
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oriundos do processamento de camardao. A quitosana natural obtida apresenta-se
como provavel alternativa a fungicidas sintéticos no controle de D. bruxellensis no

processo fermentativo para producéo de etanol no Brasil.



