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RESUMO

A carcinicultura € um dos destaques da economia brasileira, no que se refere a industria do
pescado, em 2010 a carcinicultura marinha no Brasil produziu cerca de 69.513 toneladas de
camarao, essa grande produgao gera impactos ambientais através dos descartes dos residuos
do processamento, principalmente as carapagas e cabecas de crustaceos, os quais tém baixo
ou nenhum valor comercial para os produtores de camarao, com isso, a necessidade de buscar
novas tecnologias e formas sustentaveis para amenizar os impactos ambientais gerados pela
industria da carcinicultura se torna evidente. Com base nisso, foi utilizada a carapacga do
camardo seca e triturada (farinha de camardo) como fonte alternativa de carbono para o
crescimento fungico, extraindo o biopolimero quitosana. Ocorreu producao de quitosana em
todas as amostras. A melhor amostra (ensaio 1) apresentou um rendimento de 19%, contendo
as variantes: farinha de camarao (0,5g), glicose (0,5g), pH (4), pepiona (0,25g) e extrato de
levedura (0,15g) e observou-se que nas mesmas condicées com a variancia de pH de 4 para 8
houve um decréscimo de 3% do rendimento, muito provavelmente pelo aumento do pH e
notou-se também que com o aumento da farinha de camarao em 0,5g e decréscimo de 0,5g da
glicose, ambas fontes de carbono e com pH 8, houve um aumento na produgdo da quitosana
em 7%. Esses resultados evidenciam o efeito positivo da farinha de camarao como fonte de
carbono alternativa para crescimento fungico.

Palavras-chave: Fungo; Quitosana; Residuo da Carcinicultura; Fonte de Carbono.

OBTAINING CHITOSAN FUNGAL GROWN IN ALTERNATIVE WAY WITH
FLOUR SHELL SHRIMP.

ABSTRACT

Shrimp farming is one of the highlights of the Brazilian economy, as regards the fish industry, in
2010 the marine shrimp farming in Brazil produced about 69 513 tonnes of shrimp this big
production generates environmental impacts through the disposal of waste processing,
especially heads and shells of crustaceans, which have low or no commercial value to shrimp
producers, therefore, the need to seek new technologies and sustainable ways to mitigate
environmental impacts caused by the shrimp industry is evident. Based on this, the carapace of
dried and crushed prawn (shrimp flour) as an alternative carbon source for fungal growth was
used, extracting the biopolymer chitosan. The production of chitosan occurred in all samples.
The best sample (trial 1) showed a yield of 19%, containing variants: shrimp meal (0.5 g),
glucose (0.5 g), pH (4), peptone (0.25 g) and yeast extract (0.15 g) and it was observed that
under the same conditions with variation of pH of 4 was decreased to 8% yield of 3, most likely
by increasing the pH and it was noted also that with increasing shrimp flour 0.5g and 0.5g

REVISTA SAUDE E CIENCIA On line, 2014; 3(3):11-17, set-dez, 2014



Batista ACL, Bandeira MGL, Sousa Neto FE, Paiva WS, Rodrigues DNR, Costa ACAA. Obtencéo de quitosana fungica com farinha
de carapaca de camardo.

glucose decreased, both carbon sources and pH 8, there was an increase in the production of
chitosan 7%. These results demonstrate the positive effect of shrimp meal as an alternative
carbon source for fungal growth.

Keywords: Fungus; Chitosan; Residue from Shrimp; Carbon source.

INTRODUGCAO

A quitina € um dos polissacarideos mais abundantes na natureza, € encontrada
em maior quantidade na carapaca de crustaceos e exoesqueleto de insetos. O
primeiro relato de isolamento da quitina foi em 1811 por Henri Braconnot, que
realizava pesquisa com fungos e denominou de fungina. Ja Odier em 1823, isolou
uma substancia insoluvel a partir de carapaca de insetos e chamou de quitina, tambem
concluiu que essa substancia seria o composto mais importante da constituicdo do
exoesqueleto de insetos (1). Um polimero muito semelhante a quitina e muito utilizado
pela industria € conhecido como quitosana, sob ac&o da enzima quitina desacetilase
(E.C. 3.5.1.41), a quitosana € obtida naturalmente na parede celular de alguns fungos,
em especial aos pertencentes a classe Zygomicetes (2). A quitosana € um copolimero
que, assim como a quitina, apresenta em suas unidades residuos de N-acetil-2-amino-
2-desoxi-D-glucose (glucosamina), e residuos de amino-2-desoxi-D-glicose (N-acetil-
glucosamina) (3).

A quitosana foi descrita em 1954 por Kreger, com uma analise de raio-x da
estrutura da parede celular da levedura Phycomyces blakesleeanus (4), procedimento
esse que e realizado ate os dias atuais para caracterizacdo quanto a cristalinidade da
quitosana (5). Atualmente a quitosana tem sido alvo de muitos estudos, devido a suas
propriedades, ela vem sendo utilizada nas mais diversas areas, dando margem ao
desenvolvimento de novas pesquisas. Sua utilizacdo tem se intensificado
principalmente na industria cosmeética, alimenticia, biotecnoldgica e farmacéutica (6-8).

A producao de quitosana por desacetilagao enzimatica da quitina nao € muito
utilizada pela industria. Para escala comercial € utilizada a técnica de desacetilacao
guimica da maior parte dos residuos de N-acetil-D-glicosamina presentes na quitina
extraida da carapaga de crustaceos (9-10). Essa desacetilagao quimica apresenta
etapas de desmineralizagao, de desproteinagao e a propria reagao de conversao de
quitina a quitosana. (11).

Na desmineralizagdo sao utilizadas solugbes acidas como o acido cloridrico, na
desproteinagdo sao utilizadas bases como o hidroxido de sodio e na reagcao de
conversao da quitina a quitosana utilizam-se o boroidreto de sadio, hidréxido de sodio
e metanol, necessarios para que a desacetilagao ocorra. A extragao da quitina e sua
transformacgao em quitosana € consideravelmente laboriosa e demanda o consumo de
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reagentes e de fontes de aquecimento, resultando em um produto final com certo valor
agregado. Alem disso, esse procedimento promove a geragao de grandes quantidades
de residuos quimicos, ocasionando riscos de contaminagao ambiental pelo manuseio
e armazenamento inadequado, fatores estes que sobrepdem a importancia comercial
e cientifica da quitosana (11).

O uso de quitosana fungica esta cada vez mais sendo explorado, pois na parede
celular dos fungos ha uma producéo tanto de quitosana, quanto de quitina. Com isso
ocorre uma reducdo dos residuos quimicos e uma maximizacdo da geracao do
produto, ja que a quitina obtida pode passar por tratamento e ser desacetilada
formando a quitosana (12). Pesquisas cientificas mostram que o uso de compostos ou
solucdes contendo a quitosana em suas formulacdes sédo amplamente utilizados nas
grandes areas industriais. Na agricultura ela € uma forte candidata no controle de
micro-organismos fitopatogenicos, melhora a producao de gréo, estimula a resisténcia
das plantas a insetos (13), na farmacéutica ela € empregada como substéancia de
liberacao controlada de farmacos (14).

Objetivou-se com este trabalho obter quitosana fungica a partir de meio de
cultura alternativo, utilizando a carapaga de camardo como fonte de carbono,
consequentemente, promovendo a diminuigao de residuos na industria carcinicultora.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao e cultivo da amostra inicial

Dez amostras de solo foram coletadas na Reserva da ESEC Serido, no
municipio de Serra Negra do Norte/RN. O processamento do solo foi feito no
Laboratorio de Biotecnologia Industrial, da Universidade Federal Rural do Semi-arido
(UFERSA). Das amostras de solo, 10 gramas de cada ponto de coleta foram pesados,
peneirados e apo0s esse processamento, uma pequena fragao do solo foi depositada
no fundo da placa e coberta com meio BDA (Agar Batata Dextrose) e incubado a 28°C
por 48 horas. Houve o crescimento de aproximadamente 115 fungos, que foram
identificados, isolados e armazenados, sendo o fungo escolhido para o presente
experimento o (ES21), identificado como do género Rhyzopus sp.

Extracao e producao da quitosana fungica

Os esporos fungicos foram coletados e armazenados em 15 mL de agua
destilada esterilizada, formando uma suspensao, que foi chamada de suspensado de
esporos. Posteriormente, a suspenséo de esporos com 10° esporos/mL foi adicionada
em 10 erlenmeyer de 250mL, divididos em porgdes iguais de 50 mL, contendo meio

REVISTA SAUDE E CIENCIA On line, 2014; 3(3):11-17, set-dez, 2014



Batista ACL, Bandeira MGL, Sousa Neto FE, Paiva WS, Rodrigues DNR, Costa ACAA. Obtencéo de quitosana fungica com farinha
de carapaca de camardo.

Yeast Peptone Dextrose (YPD). Em seguida, foi adicionada a farinha do camardao em
diferentes concentragdes, gerando diferentes condigdes de cultivo, que serédo os
ensaios para comparagao. O meio de cultivo foi submetido a shaker em velocidade de
150 rotagdes por minuto durante 96 horas a 28°C para o crescimento fuingico.

Apos o crescimento fungico, separou-se o liquido metabdlico da massa micelar
do fungo e essa massa foi posta em uma estufa a 50°C para a sua secagem,
posteriormente, foi pesada para saber a propor¢ao dos reagentes a serem utilizados
para conversao da quitina em quitosana.

Foi acrescentado uma solugao de hidroxido de sodio a 1 molar (NaOH 1M) a
massa micelar seca, para retirada dos carboidratos presentes na massa e para
otimizar a reagao, a solugcao foi aquecida sob pressao em uma autoclave a
121°C/1atm durante 15 minutos.

Apos o esfriamento da solugdo, centrifugou-se a 4 mil rpm por 15 minutos e o
pellet resultante da agcdo do hidroxido de solido foi lavado com agua destilada varias
vezes para retirada do excesso do NaOH. Posteriormente, foi acrescentado ao pellet
uma solugao de acido acético a 1% para separar a quitina da quitosana presente no
micelio, esse sistema foi colocado em autoclave por vapor fluente 100°C por 15
minutos. Apos a reagao foi feita uma centrifugagao para separar o pellet resultante do
liquido sobrenadante.

Ao liquido sobrenadante da reagdo com acido acético foi acrescentada uma
solugao basica para solubilizar a quitosana presente no meio, a qual passou 24 horas
em descanso na geladeira para a reagao ocorrer, posteriormente foi feito o isolamento
da quitosana solubilizada. A quitosana obtida foi liofilizada e pesada para a avaliagao
do rendimento gerado através do processo de separagao da quitina da quitosana

presentes no micélio do fungo (15).
RESULTADOS E DISCUSSOES

Na figura 1, sdo demonstradas as diferentes composi¢coes do meio de cultura,
nos 10 diferentes ensaios, escolhidos através da elaboragao do planejamento
rotacional completo, ocorrendo variagdo das quantidades de extrato de levedura,
glicose, peptona e da farinha de camardo, composto mais importante para o presente
trabalho.
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15
Ensaio Far. Crust.(g) Glicose (g) pH Peptona (g) Ext. Leved(g)
1 0.5 0.5 4 0.25 0.15
2 0.5 0.5 8 0.50 0.15
B 1.0 0.5 8 025 0.15
4 0.5 1.0 4 0.50 0.15
5 0.5 0.5 8 0.25 0.25
6 13 13 2 037 0.20
7 0.5 0.5 4 0.50 0.15
8 1.0 0.5 8 0.50 0.25
9 0.5 0.5 8 0.50 0.25
10 0,5 1.0 8 0,25 0.15

Figura 1. Composicdo do meio de cultura e suas diferentes variaveis.

Na figura 2 € possivel observar a quantidade em gramas de miceélio, apos 96
horas de cultivo, como também a quantidade de quitosana fungica extraida e o
rendimento total do processo. A melhor amostra foi o ensaio 1, que apresentou um
rendimento de 19%, contendo as variantes: farinha de camarao (0,5g), glicose (0,5g),
pH (4), peptona (0,25g) e extrato de levedura (0,15g). Observou-se que nas mesmas
condigbes com a variancia de pH de 4 para 8 houve um decréscimo de 3% do
rendimento, evidenciando uma queda no rendimento a medida que o pH fica mais
basico. Notou-se também que com o aumento da farinha de camarao em 0,59 e
decréscimo de 0,5g da glicose, ambas fontes de carbono, € com pH 8, houve um
aumento na produgdo da quitosana em 7%.

Ensaio Micelio (g) Quitosana (g) Rendimento (%)
1 0.4534 0,090 19,85
2 0.3581 0,061 16,89
3 0.2540 0,041 16,30
4 0.8033 0,115 14,34
5 0.4107 0,053 12,78
6 0.4645 0,050 10,76
7 0.5641 0,052 9,20
8 0,4435 0,040 9,02
9 0,4790 0,042 8,66
10 0.4749 0,041 8,59

Figura 2. Comparacgdo entre o peso do micélio e a quantidade de quitosana
extraida e o rendimento do processo.

O resultado do ensaio 1, confirma os resultados de Streit, 2004 (16) que utilizou
casca de maga como fonte de carbono para obter quitosana a partir do fungo
Gongronella bluteri e obteve 0,19 g/L de quitosana, assim como Cortez, 2013 (17), que
utilizou meio sintético para extrair quitosana a partir de Agaricus subrufescens,
obtendo cerca de 0,31 g/L de quitosana. Porém os resultados de Silva, 2007 (18),
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utilizando milhocina a 8% como meio de cultura, obteve uma producao de 78mg/L a
partir de Rhizopus arrhizus, evidenciando que a milhocina € um excelente substrato
para o crescimento fungico, e consequentemente gera uma producao maior de
quitosana. Outros estudos como o de Amorim e colaboradores (19), obtiveram cerca
de 28 mg/g de quitosana utilizando melago de cana e 128 mg/g de quitosana utilizando
caldo de cana, para o crescimento de Cunninghamella bertholletiae.

CONCLUSAO

O presente trabalho concluiu que a utilizagado de carapaca de camardao como
fonte de carbono para o meio de cultivo para crescimento de fungos do género
Rhyzopus sp., foi eficiente e favoreceu a produgédo de uma quantidade satisfatoria de
quitosana fungica. A utilizagao de carapaga de camarao propicia uma diminui¢gdo do
residuo da industria carcinicultora e barateia a elaboragdo de meios de cultura em
laboratario.
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