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RESUMO

A casca de camarao é um subproduto da industria pesqueira que praticamente nao
€ aproveitado no Brasil, embora possa ser aproveitado para a extracdo da quitina e
producgao de quitosana, um biopolimero com ampla aplicacao na area biomédica. No
entanto, as etapas de extracdo quimica da quitina revelam-se prejudiciais para o
meio ambiente. Neste sentindo a presente pesquisa estudou um processo
fermentativo, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, com variacdo da
concentragao de substrato, por vias aerébias e anaerdbias, a fim de determinar o
método mais eficaz na bioconversdo desses residuos alimentares em produtos de
alto valor. A casca foi caracterizada quanto ao tamanho de particulas pela técnica de
microscopia 6tica e quanto aos minerais pela técnica de cinzas. A fermentacao
ocorreu em frascos de erlenmeyer contendo o meio inoculado juntamente com o
substrato escolhido, no qual todo o processo foi mantido sob agitagao de 120 rpm, a
35 °C, por 96 horas. Foi determinada, neste trabalho, a composicdo da casca do
camarao Litopenaeus vannamei que € de 55,3 % de carga mineral, sendo cerca de
60 % de carbonato de célcio, o teor de proteinas é de 24,3 % e de 20,45 % de
quitina. A levedura Saccharomyces cerevisiae foi eficiente na fermentagédo dos
residuos de camarao, resultando na preservacao de 3 % de quitina. A fermentagao
aerdbia foi mais eficiente, com cerca de 25 % e 11 %, respectivamente, nas etapas
de desproteinizagdo e desmineralizagcdo, em relagdo a fermentagcdo anaerdbia no
processo de extracdo de quitina. A quantidade de 5 g de substrato na fermentagao
aerdbia foi a mais representativa, removendo cerca de 74 % de minerais e 42 % de
proteinas. A quitosana produzida por via fermentativa apresentou grau de
desacetilacao de 77 % e coloracdo mais adequada as especificacbes de quitosana
para dispositivos médicos. A quitina e quitosana obtidas apresentam pureza
semelhante as obtidas por extragdo quimica, o que indica a eficiéncia da
metodologia desenvolvida neste trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Processo Fermentativo. Residuos Alimentares. Bioconversao.
Quitina. Biopolimero.



ABSTRACT

The shrimp shell is a by-product of the fishing industry that is virtually untapped in
Brazil, although it can be used for the extraction of chitin and chitosan production, a
biopolymer with wide application in the biomedical field. However, the chemical
extraction steps chitin disclose to be harmful to the environment. The present
research studied a fermentation process, using the Saccharomyces cerevisiae with
variation of substrate concentration, for aerobic and anaerobic pathways in order to
determine the most effective method for bioconversion of these food residues into
high value products. The shell was characterized as the size of particles by optical
microscopy technique and the minerals composition by the ash’s technique. The
fermentation takes place in erlenmeyer flasks containing the medium inoculated
together with the chosen substrate, where the whole process was maintained under
stirring at 120 rpm, at 35 °C, for 96 hours. It was determined in this study, the
composition of the shell of the Litopenaeus vannamei shrimp which is 55.3 % of
mineral filler with about 60 % calcium carbonate, the protein content is 24.3 % and
chitin content is 20.45 %. The yeast Saccharomyces cerevisiae has been effective in
fermenting the shrimp waste, resulting in 3 % of chitin’s preservation. The aerobic
fermentation, in chitin extraction process, was most effective, with about 25 % of
deproteinization and 11 % of demineralization improvement in relation to the
anaerobic fermentation. The amount of 5 g of the substrate in aerobic fermentation
was the most representative, removing about 74 % mineral and 42 % protein.
Chitosan produced by fermentation showed deacetylation degree of 77 % and more
suitable staining for chitosan specifications in medical devices. The obtained chitin
and chitosan show similar purity to those obtained by chemical extraction, indicating
the efficient methodology developed in this work.

KEYWORDS: Fermentative Process. Food Residues. Bioconversion. Chitin.

Polymer.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a producao pesqueira de camarao é em torno de 80.000 toneladas
por ano, sendo a espécie Litopenaeus vannamei responsavel por 95 % da producao
em cativeiro no pais (SINIMBU, 2012).

A regidao do Nordeste é o principal produtor desta espécie, por possuir
caracteristicas de manejo favoravel e étima aceitacdo a diversidade de clima e
regidao, correspondendo a 92 % de toda a produtividade brasileira (CASTRO;
PAGANI, 2004). O Rio Grande do Norte e o Ceard sdo os estados que mais
produzem, somam 70 % de acordo com a Associagado Brasileira de Criadores de
Camarao (ABCC). Esta atividade tem crescido a cada ano, devido a exportacao
deste produto agregar um valor comercial benéfico ao pais. Atualmente o Brasil esta
entre os dez maiores produtores de camarao no mundo (FISHERIES, 2009).

O processamento do camarao gera uma enorme quantidade de rejeitos no
meio ambiente, pois durante o seu beneficiamento as cascas e cabecas, as quais
correspondem em torno de 50 % do peso total do animal sdo retiradas e
descartadas, tornando-se lixo organico. A producao anual de residuos da industria
pesqueira € de aproximadamente 39 mil toneladas. Esses sao biodegradaveis, por
isso ndo provocam acumulo excessivo na natureza, apesar de causarem grande
problema de ordem social por serem desagradaveis no cheiro e atrairem insetos,
podendo acarretar danos a saude humana (ROCHA; RODRIGUES; AMORIM, 2003).

A bioconversdao desses residuos €, provavelmente, um dos procedimentos
mais rentaveis e ambientalmente corretos, devido aos seus componentes que
podem ser transformados em produtos de alto valor comercial em diversos setores,
dentre eles, pode-se citar a industria quimica, farmacéutica, alimentar, de materiais e

no tratamento de aguas residuais (COSTA et al., 2007).

A casca e cabeca do camarao sdo compostas por 15 a 40 % de quitina, 20 a
40 % de proteinas e 20 a 50 % de carbonato de calcio (MATHUR; NARANGE,
1990). A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, perdendo
apenas para a celulose, sendo ela um importante componente organico dos
artropodes (KHOR, 2012).
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A quitosana é um biopolimero natural derivado por desacetilacao alcalina da
quitina, encontrada em crustaceos como o caranguejo, camarao e lagostim. Durante
as Ultimas décadas, a quitosana tem recebido maior atencédo por suas aplicagdes
comerciais em dispositivos médicos, alimentos e industria quimica (SANDFORD;
HUTCHINGS, 1987).

A quitosana é um biopolimero com diversas vantagens, dentre elas podem-se
citar ser biodegradavel, ter boa compatibilidade, baixo custo, ser atbxico, ter
propriedade antimicrobiana, emulsificante e ser considerado “verde” devido ao fato
de ndo acumularem e nem prejudicarem o meio ambiente. Este biopolimero pode
ser aplicado na terapia génica, liberacao controlada de farmacos, recuperagao de
tecidos, suplementos dietéticos, controle de pragas, preservacao alimentar,
cicatrizagcao, entre outros (ANTONINO et al., 2016).

Normalmente o processo quimico de extracdo de quitina segue as seguintes
etapas: desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo. Nestas etapas
ocorre a eliminacdo do carbonato e fosfato de calcio e/ou magnésio, proteinas e
pigmentos. Geralmente utilizam solugbes acidas, alcalinas, solventes organicos,
agua e altas temperaturas. Para o polimero quitosana, a reacdo € realizada em
solucdo aquosa alcalina (DELEZUK, 2009). Tais métodos requerem elevados
consumos de energia, agua e agentes quimicos e consequentemente geragao de
novos residuos mais complexos de tratar quando s&o dispostos de forma
inadequada no meio ambiente, como o pigmento astaxantina (LISBOA, 2011).

Estudo de processos biologicos para a produgao de quitina tem demonstrado
que a utilizacdo de bactérias e enzimas produz acidos orgéanicos que favorecem a
desmineralizagdo e desproteinizagdo de residuos de crustaceos, como também a
recuperacdo do pigmento astaxantina (JUNG et al., 2007; TENG et al., 2007;
BHASKAR et al, 2007) .

Neste sentido, o presente trabalho visa dar proposta a acumulacdo de
residuos alimentares provenientes do intenso consumo de crustaceos no Nordeste
Brasileiro, tais como a casca de camardo da espécie Litopenaeus vannamei. Esta
sera alvo de fermentagdo com a finalidade de extracdo dos biopolimeros quitina e
quitosana, bem como do pigmento astaxantina. Desta forma, cria-se uma solugéao
sinérgica que combina o tratamento de residuos alimentares, com a producdo de
produtos de elevado valor comercial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Extracdo de quitina e producado de quitosana a partir da fermentacao pelas
vias aerdbia e anaerdbia da casca do crustaceo Litopenaeus vannamei, utilizando a

levedura Saccharomyces cerevisiae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizacao da casca de camarao da espécie Litopenaeus vannamei;

- Otimizacao das condi¢des operatorias da fermentacdo aerdbia e anaerdbia da
casca de camarao da espécie Litopenaeus vannamei;

- Extracdo e analise da quitosana extraida da quitina pelo método quimico e
fermentativo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 RESIDUOS ALIMENTARES

O aproveitamento de residuos alimentares tem sido uma alternativa sinérgica
para a diminuicdo da poluicdo no meio ambiente e a producédo de produtos de alto
valor. Para os ambientalistas, hd uma preocupacao com o destino adequado para os
residuos da industria pesqueira, com énfase nos exoesqueletos de crustaceos que
sdo geralmente descartados em forma de rejeitos no meio ambiente podendo atrair
ratos e baratas e consequentemente poluindo o meio ambiente (DE SOUZA et al.,
2015).

De acordo com Pinto e colaboradores (2006) no Brasil, a producédo de
pescado relacionado a pesca extrativa, aquicultura marinha e continental tem
alcancado niveis proximos a um milhdo de toneladas anuais, devido ao seu
potencial pesqueiro, bacias hidrograficas, diversidade de fauna aquatica e clima

favoravel.

A casca de camardo € um residuo alimentar de grande valor econémico
devido aos diferentes elementos que a constituem. Para, além disto, a acumulacao
do referido residuo no litoral do Nordeste Brasileiro € um problema que necessita de
atencdo, uma vez que, no beneficiamento deste crustaceo, visando a exportacédo, as
cascas e cabecas do camardao nado sdo aproveitadas sendo um residuo de pouca

utilizacao, tornando-se lixo organico.

Segundo Sinimbu (2012) da Embrapa Meio-Norte, o camardo branco
(Litopenaeus vannamei Boone) predomina em 95 % das cria¢gdes no Brasil, sendo o
Nordeste responsavel por cerca de 92 % de toda a producdo brasileira dessa
espécie. Juntos, os estados do Rio Grande do Norte e Ceara respondem por 70 %
da produgédo. Em 2010, segundo a Associacéo Brasileira de Criadores de Camaréo,
a producdao brasileira chegou a 80 mil toneladas (SINIMBU,2012).

A cabega, a cauda e a casca sao geralmente removidas durante o
beneficiamento do camardo. Isso representa aproximadamente 50 % do seu peso
total, 0 que favorece a aplicacdo desses residuos no processamento de alimentos.
Sendo assim, ressalta-se a necessidade de minimizagdo dos residuos, tendo em
vista o excelente potencial do seu reaproveitamento (SHAHIDI,2003).
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3.1.1 Caracterizacao do residuo alimentar

Residuos biolégicos de casca de crustaceos sdo compostos por um material
complexo de quitina, carbonato de célcio e proteinas. Em termos percentuais esse
complexo possui cerca de 15 — 40 % de quitina, 20 — 50 % de carbonato de calcio e
20 — 40 % de proteinas (KURITA, 2006). Do correto aproveitamento destes residuos
biolégicos obtém-se valiosos produtos, tais como quitina e quitosana, mas também
proteinas e o pigmento astaxantina (VASCONCELOS, 2004). O biopolimero
quitosana é o produto desacetilado da quitina, e possui numerosas aplicacdes na
industria farmacéutica, téxtil, alimenticia, cosmética, na agricultura e no tratamento
de aguas residuais (RINAUDO, 2006).

Os polissacarideos consistem em polimeros de condensacdo de elevado
peso molecular formados por milhares de unidades monossacarideos ligados entre
si por ligagdes glicosidicas B (1—4), unidas em longas cadeias lineares ou
ramificadas (CAMPANA-FILHO, 2007). As unidades de monossacarideos que 0s
constituem podem ser de natureza basica, neutra ou acida, o que resulta um grupo
de compostos mais abundantes e diversificados na natureza (FERREIRA, 2006).
Podem ser encontrados em plantas, animais e microrganismos (fungos e bactérias)
(Tabela 1), nos quais possuem duas funcdes bioldgicas principais, como forma
armazenadora de energia ou como material estrutural (McMURRY,1996).

Tabela 1 — Fontes de extra¢do de quitina.

Animais Marinhos Insetos Microrganismos
Anelideos Escorpides Algas verdes
Moluscos Aranhas Leveduras

Celenterados Formigas Fungos
Lagosta Besouros Esporos
Camarao - Algas marrons
Caranguejo - -
Krill - -

Fonte: fontes de quitina e quitosana adaptado de Brangel, 2011.
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3.1.2 Quitina

O biopolimero quitina foi isolada pela primeira vez por Braconnot em 1811, a

partir de cogumelos, trinta anos depois da descoberta da celulose (KNORR, 1991).

E um pé incolor ou amarelado, que possui um perfil cristalino ou amorfo,
altamente hidrofébico, insoluvel em agua, acidos diluidos, solventes organicos e
solucbes alcalinas sao algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas (SANTOS
2004).

Figural — Estrutura quimica da quitina.

CH,OH CH,0H =
H — H
B OH H 2
H
) H NHCOCH, H NHCOCH,

Fonte: Spin-Neto et al., 2008.

A estrutura quimica da quitina (Figura 1) € semelhante com a estrutura da
celulose, representada na Figura 2, mas se distingue pela substituicdo dos grupos
OH do carbono - 2 de cada unidade glicosidica do polissacarideo celulose por
grupos aminoacetilados (-NHCOCH;3). Assim, a quitina € um polissacarideo de
cadeia linear contendo ligagdes B (1—4), constituido por unidades de N — acetil — 2 —
dioxi — D - glicopironase (ROSA, 2008).

Figura2 — Estrutura quimica da celulose.

Fonte: KUMAR, M. N. R., 2000.
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A quitina possui trés formas de estrutura polimérficas diferentes,
esquematizadas na Figura 3, elas estdo associadas as diferentes funcbées no
organismo. A estrutura a € encontrada na cuticula de artropodes, onde é necessaria
uma extrema dureza. As formas B e y encontra-se onde sdo necessarias flexibilidade
e dureza (ANTONINO, 2007). As estruturas a e B s&o as mais conhecidas e a-
quitina a mais comum, é a forma mais abundante e mais estavel, logo € a mais
estudada (MUZZARELLI, 1973; KURITA et al., 1993).

Figura3 — Estruturas polimérficas da quitina.

o-quitina B-quitina v-quitina

Fonte: ANTONINO, 2007.

De acordo com Thatte (2004), as variacbes de proporcdes de quitina que
podem ser encontradas dependem da espécie e a regiao de origem assim como
demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Quantidade aproximada de quitina em cada espécie.

Espécies % de Quitina

Fungos 5-20%
Camaréo 22%

Polvos/Lula 3-20%
Escorpides 30%
Aranhas 38%
Baratas 35%
Besouro d’agua 37%
Bicho de seda 44%
Caranguejo Hermit 69%
Caranguejo Edible 70%

Fonte: THATTE, 2004.
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Nos artrépodes a quitina € encontrada na parte interna, que € mais espessa,
contendo também carbonato de calcio e pigmentos, como por exemplo a
astaxantina. Por ser rigida e impermeavel, ela tem a funcao de protecdo mecanica,

sustentacao e atua contra a desidratagdo (MELLO, 2006).

3.1.3 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo que pode ser obtida pelo processo de
desacetilacdo quimica do seu precursor, a quitina. Este processo ocorre pela
hidrélise dos grupos acetamido da macromolécula quitina, que originam grupos
amino, gerando o polimero quitosana (DELEZUK, 2009). Sua composicao é variavel
diante da funcao do grau residual de acetilacao e é constituida por varias unidades
de 2 — amino - 2deox i - D - glicopiranose, representado na Figura 4, e suas
unidades sao unidas por ligagbes glicosidicas B-(1,4). A quitosana é soluvel em
solugdes aquosas diluidas de &cidos organicos e inorganicos, como 0 acido
cloridrico e acido acético (COSTA et al., 2007).

Figura4 — Estrutura quimica da quitosana.

CH20H

CH>H

Fonte: MAJETI, N. V; KUMAR, R., 2000.

Comercialmente, a quitosana é encontrada na forma em p6 branco, em seu

estado sélido € um polimero de perfil semicristalino (CARTIER et al.,1990).

Suas propriedades e qualidade estdo relacionadas ao seu processo de
fabricacdo que influéncia no seu produto final. Logo, € necessario caracterizar a
quitosana quanto as suas propriedades intrinsecas, como: pureza, massa molecular,

viscosimetria, solubilidade e grau de desacetilacdo (BEZERRA, 2011).
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Segundo Roberts (1992), os principais fatores que afetam as caracteristicas
da quitosana e a eficiéncia da desacetilagdo séo:

- Temperatura e tempo de reacgao;
- Concentracao do alcali;

- Proporc¢ao quitina/alcali;

- Tamanho de particula;

- Ambiente de reacao e agentes que evitem a despolimerizacao.

A quitosana é um polimero natural, de baixo custo, renovavel e
biodegradavel. Nos ultimos anos, ha um grande interesse em aplicacées biomédicas
deste biopolimero e de seus derivados, devido as suas propriedades e atividades
biolégicas, tornando possivel novas aplicagbes (MOFFAT; COOKSON, 2000). Nas
Tabelas 3 e 4, estdo descritas as principais propriedades e aplicagcbes deste

polimero.

Tabela 3- Propriedades principais da quitosana em dispositivos médicos.

Potencial biomédico e aplicacoes Principais caracteristicas

Sutura cirdrgica Biocompativel
Implantes dentais Biodegradavel
Pele artificial Renovavel
Reconstruidor de osso Formador de filmes
Lentes de contato de cérneas Agente hidratante
Liberagao de farmacos (animais/humanos) Nao toxico, tolerancia biolégica
Encapsulamento de material Propriedades curativas de ferida e

biocontrole de bactérias, fungos e virus

Fonte: adaptado por Rinaudo, 2006.
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Tabela 4 — Principais aplicacées da quitosana na industria.

Principais aplicac6es da quitosana

Agricultura Herbicida/pesticida, Revestimento de sementes; Fertilizantes.

Tratamento de agua Agentes de coagulacao/floculacdo para aguas residuais;
Remocao/recuperacédo dos ions metalicos de aguas residuais

poluidas.

Alimentar/Suplementos Espessantes naturais; Aditivos alimentares; Processamento de
alimentos; Filtracdo e clarificacdo; Agentes de absorcao de
gorduras.

Cosmeéticos Mantém a umidade da pele; Tratamento da acne; Reduz
eletricidade estética do cabelo; Tom de pele e cuidados orais

(creme dental e chicletes)

Farmacéuticos Imunoldgico; Antitumoral; Anticoagulante e bactericida

Fonte: adaptado por Rinaudo, 2006.

3.1.4 Vias de producao de quitina e quitosana

Tipicamente a quitina, € extraida de cascas de crustaceos por meio de
tratamento quimico, que utiliza em etapas alternadas hidroxido de sodio, &cido
cloridrico e agua, bem como temperaturas elevadas. ApGs a extracao, a quitosana é
produzida por hidrolise alcalina, empregando-se uma solugao de hidroxido de sédio
a 12,5 M com temperaturas em torno dos 100 °C. Tais métodos requerem elevados
consumos de energia, dgua e agentes quimicos e consequentemente geracédo de
residuos alcalinos com elevada demanda biolégica de oxigénio (LISBOA, 2011).
Importa ainda referir, que a quitosana obtida através desta metodologia, sofre
elevado fracionamento polimérico, produzindo-se biopolimeros de peso molecular

inferior, traduzindo-se este fator por uma menor aplicabilidade do produto.

A fermentacdo de residuos de crustaceos usando bactérias da espécie
Lactobacilus spp. resulta numa fracdo sélida contendo quitina, e a produgédo de um
licor rico em proteina de camarao, minerais e pigmentos. A acao desta bactéria pode

ser descrita pela producéo de proteases que retiram a proteina do complexo quitina,
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carbonato de calcio por hidrélise. Além disso, o acido formado durante a
fermentacdo dissolve uma parte consideravel do carbonato de calcio, liberando
desta forma CO, (JUNG et al., 2007). Sini et al. (2007), constataram que utilizacdo
da bactéria Bacillus subtilis para fermentacdo da casca de camarao, produz
quantidades suficientes de &acidos para remover 0s sais minerais. Teng e
colaboradores relataram que a utilizagdo do fungo Aspergillus niger durante a
fermentagdo ocorre a liberacdo de proteases que facilitam a desproteinizacao do
camardao em pé e a liberacdo de proteinas hidrolisadas (TENG et al., 2007). De
acordo com Bhaskar et al. (2007) a bactéria Pediococcus acido lactici mostrou-se
eficiente no processo de producao de quitina com 97,9 %, 72,5 % e 72,4 % — 78,5 %
de desproteinizacdo, desmineralizacdo e recuperagdo do pigmento,
respectivamente. Nesses processos bioldgicos, desmineralizacdo, desproteinizacao
e despigmentacao ocorrem simultaneamente, mas incompletamente (JUNG et al.,
2007).

Uma vez que a casca de camardo é um residuo pobre em acucares
fermentaveis, considera-se necessaria a otimizacdo das condicées de fermentacao
no que toca ao tipo de acucar utilizado e quantidades, bem como, a quantidade de
inoculante, temperatura, agitacao e pH. Esta otimizacao interativa almeja a producao
de quitina e quitosana de qualidade elevada por vias ambientalmente mais
favoraveis (RAO et al., 2000).
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4 METODOLOGIA

Os experimentos efetuados para a realizacdo deste trabalho foram
conduzidos na Central de Laboratérios | do Centro de Desenvolvimento Sustentavel
do Semiarido (CDSA), na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
Campus Sumé. Os ensaios de caracterizacdo da casca de camardo, quitina e
quitosana obtidas foram realizados pelo Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO), na Universidade Federal

de Campina Grande (UFCG), Campus Campina Grande.

4.1 MATERIAIS

- Casca de camaréao da espécie Litopenaeus vannamei,

- Levedura Saccharomyces cerevisiae, da marca FERMIX.

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico P.A,

descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Reagentes utilizados nesse trabalho.

Reagente Simbologia Procedéncia
Acido cloridrico P.A HCI NEON
Hidroxido de sodio microperolas P.A NaOH NEON

4.2 PREPARACAO DA CASCA DO CAMARAO

A casca congelada foi fornecida pela Empresa Aquamaris da cidade de Jo&o
Pessoa - PB, e a sua preparagao englobou as seguintes atividades:

- Lavagem: a casca foi lavada com agua corrente até que os residuos nao
fossem perceptiveis;

- Selecdo das cascas: depois de lavadas, foi feita a selecdo das cascas, no qual
ocorreu a separagao das visceras e de qualquer outra parte indesejada;
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- Secagem: posteriormente, as cascas foram secas em Secador de Pratos, a 60
°C durante 24 horas até obter peso constante;

- Moagem: depois de secas, as cascas foram moidas em moinho de I[aminas da
marca Fortinox e modelo STAR FT 48;

- Peneiracdo: a peneiracdo das cascas moidas foi feita em uma peneira de 19
cm de diametro a fim de classificar quanto ao tamanho de patrticula.

4.3 CARACTERIZACAO DA CASCA

A Figura 5 mostra a casca de camardo seca e moida. A casca foi
caracterizada com as seguintes técnicas descritas nos itens 4.3.1 — 4.3.4. As
caracterizagcées de umidade e cinzas foram seguidas as normas da Associacdo das
Analises Quimicas Oficiais (A.O.A.C, 1995).

Figura5 — Residuo do camarao, apds a trituracao.

Fonte: prépria da autora, 2016.
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4.3.1 Tamanho das particulas, determinada por Microscépio 6tico (MO)

Em uma lamina foi colocada uma pequena quantidade de cascas de modo
que elas nao ficassem muito amontoadas, em seguida foram analisadas por um
Microscopio Otico de marca Hirox de reflexdo e transmissdo com acessérios 2D,
acoplado a uma estacdo de Andlises de Imagens e foram obtidas dez imagens
referentes a cada parte da amostra em uma magnificacao de 500x. Com o auxilio do
programa ImagedJ foram obtidas as medidas de largura e comprimento das particulas
para a producao do histograma e para analise estatistica dos resultados.

4.3.2 Umidade

Para a realizacdo da determinacdo de umidade utilizou-se o método
gravimétrico, sendo realizada a secagem das amostras em estufa. Foram pesadas
trés amostras em balanga semi-analitica e colocadas em estufa a 105 °C, durante 24
horas. Posteriormente, as amostras foram novamente pesadas em temperatura

ambiente e o teor de 4gua, em base umida, foi obtida por meio da Equacgéao 1.

U= %xmo (Equacio 1)

L

Em que:
U: teor de agua, %;
m= massa inicial, g;

m= massa final, g.

4.3.3 Cinzas

Foram pesadas trés amostras num cadinho de porcelana, o qual foi
previamente incinerado, resfriado e tarado. A carbonizagdo da matéria organica foi
realizada com o auxilio de uma placa aquecedora até que todo material permaneceu
na cor preta.

Depois o conjunto foi incinerado numa mufla, inicialmente em uma
temperatura mais baixa e depois oscilando numa faixa de 500 — 600 °C, por 24

horas. Ao fim deste tempo, o conjunto foi retirado da mufla e colocado num
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dessecador para resfriar, apds atingir a temperatura ambiente foi pesado

novamente. A quantidade de cinzas foi obtida por meio da Equacéao 2.

C(%) = +-x 100 (Equacio 2)

Em que:
C (%) = Cinzas, %;
Pc = Peso das cinzas, g;

Pa = Peso da amostra, g.

4.3.4 Determinagao da composigao das cinzas

Para a determinagdo dos elementos que compdem as cinzas, foram
realizados ensaios por espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS). Foi
utilizado um microscépio eletrénico de varredura, marca Phenon, modelo PRO X,

operado a 10 kV tendo sido realizada a analise numa imagem a 500x.

4.4 PROCESSO FERMENTATIVO

O processo fermentativo consiste no sistema em que o microrganismo se
reproduz por meio do consumo de nutrientes adequados, visando a obten¢do de um
bioproduto. Existem dois tipos principais de vias catabdlicas, a anaerdbia que ocorre
sem a presenca de gas oxigénio e a aerdbia que é conduzido utilizando-se o gas
oxigénio (MALAJOVICH, 2012).

A fermentacdo foi conduzida por via anaerdbia e aerdbia, utilizando a
sacarose como substrato em quantidades varidveis, descritos na Tabela 6. Os

experimentos foram realizados em duplicata.
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Tabela 6 — Resumo das amostras do processo fermentativo.

Quantidade Quantidade

Tipo de Tipo de

Amostra de casca de substrato .
substrato fermentacao
(9) (9)

Q1 10 1 Sac Aerdbio

Q2 10 5 Sac Aerdbio

Q3 10 10 Sac Aerdbio
Q4 10 1 Sac Anaerdbio
Q5 10 5 Sac Anaerdbio
Q6 10 10 Sac Anaerdbio

Sac - Sacarose.

Em um fermentador (erlenmeyer 250 mL) foi adicionada uma fracdo de casca
com determinado didmetro de particula. Ap6s a adicdo da casca de camarao foram
adicionados o substrato e 100 mL de agua destilada. Para a via anaerdbia o
fermentador foi vedado com parafilme e para ambos os processos, os fermentadores
foram autoclavados por vinte minutos em autoclave vertical, marca Phoenix Luferco
e modelo AV. Posteriormente, foi realizado o in6culo com a transferéncia
assepticamente de 1g da levedura Saccharomyces cerevisiae no fluxo laminar,
previamente esterilizado com luz UV durante vinte minutos, para que nao ocorresse
contaminagdo no meio. Os frascos foram colocados em shakers (Figura 6) sob
agitacao de 120 rpm, numa temperatura em torno de 35 °C, durante 96 horas.

Figura6—Frascos de erlenmeyer sob agitacao.

Fonte: prépria da autora, 2016.
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Ao término da fermentagdo as amostras foram filtradas com o auxilio de um
sistema a vacuo. Logo, foram extraidas a fracao liquida de proteinas e pigmentos e
a fracao sélida seguiu para a secagem em estufa a 60 °C. As cascas fermentadas
apos secas seguiram para as etapas de desmineralizacdo, desproteinizacado e

desacetilagao descrita no item 4.5.

Logo abaixo, sao ilustradas em forma de resumo as etapas que envolveram o

processo fermentativo (Figura 7).

Figura 7 — Diagrama do processo fermentativo.

Casca do camardo

v

Preparacio da
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v

Preparo do meio

¥
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Indculo e Saccharomyces
I Ccerevisige

Fermentacio Fermentacio
aerabia (frascos anaerchbia (frascos
abertos) fechados)

| |
|

Agitacdo em . 120 mm, 35°C por 96
shakers [ horas

v

Secagem em
estufa a 60 °C

L Casca fermentada

Fonte: prépria da autora, 2016.
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4.4 1 Estudo cinético

A cada 24 horas foram retiradas aliquotas de 10 mL de cada fermentador por
um periodo de 96 horas, para a realizacao das seguintes analises:

pH: os valores de pH foram obtidos por meio do pHmetro digital de bancada.

Teor de solidos soluveis (°Brix): os valores do °Brix foram obtidos por meio da
leitura direta utilizando o refratbmetro de bancada da marca Abbe EEQ9006B. Tais
valores foram utilizados para conhecer a concentracao de substrato, pela Equacéao 3
(TORRES NETO et al., 2006), que apresenta a correlacdo entre o grau Brix e a

concentracao de sacarose no meio.

Substrato (g/L) = 10,13 x°Brix + 1,445 (Equagéao 3)

Crescimento celular: a determinagéo da concentrag@o de células foi realizada
por gravimetria. A partir das aliquotas retiradas a cada 24 horas, o produto foi filtrado
em papel de filtro de 14um com o auxilio de um sistema a vacuo. O papel de filtro
antes de ter sido utilizado na filtracao foi pesado e depois que contido os sélidos
retidos foram colocados em estufa para secagem em uma temperatura de 40 °C
durante 24 horas, ao final deste tempo as amostras foram pesadas novamente e o
calculo da concentragdo de leveduras foi feito por meio da diferenca entre as duas
massas divididas pelo volume da amostra.

4.5 EXTRACAO DE QUITINA E PRODUCAO DE QUITOSANA (METODO

QUIMICO)

A quitina presente na casca de camaréo foi extraida seguindo as seguintes
etapas:

Desmineralizagdo: a etapa de desmineralizagdo da casca do camardo foi
realizada com uma solugcdo de acido cloridrico (HCIl) a 1,25 M v/v, tendo sido
utilizados 10 g de casca de camardo para 100 mL de solugdo em um agitador

magnético em temperatura ambiente, durante uma hora.
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Desproteinizagdo: a etapa de desproteinizacdo da casa desmineralizada
ocorreu com uma solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) a 1 M p/v, foi utilizada a
razdo 1:10 (g/mL) de casca desmineralizada para a solucdo de NaOH em um
agitador magnético sobre uma chapa aquecedora a 70 °C durante seis horas.

Para a producao de quitosana foram preparados 100 mL de solu¢cdo de NaOH
50 % (p/p) para cada 10 g de quitina obtida no processo quimico e fermentativo. Em
seguida, as amostras foram colocadas para congelar durante um dia.
Posteriormente, foram retiradas do congelador e colocadas em banho-maria em uma
temperatura de 115 °C, para ocorrer a mudanca de fase de sélido para liquido,
depois que ocorreu isso foi feita a reagdao da solucdo numa temperatura de 100 °C
durante quatro horas sob agitacao magnética.

No fim de cada etapa o produto foi cuidadosamente filtrado e lavado com
agua destilada até obter pH neutro. Apds isso, foi colocado na estufa a 60 °C para
secagem até obter peso constante.

Os experimentos supracitados foram realizados em duplicata.

Logo abaixo, sao ilustradas em forma de resumo as etapas que envolveram o

processo de extracao de quitina e producgao de quitosana (Figura 8).

Figura 8 — Diagrama do processo de extragcao de quitina e producéo de quitosana.
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I 115°, 4h, 110°C

QUITOSANA

Fonte: prépria da autora, 2016.
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4.6 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO
4.6.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho fornece informagdes sobre vibragoes
moleculares presentes no material. A transformada de Fourier da espectroscopia no
infravermelho oferece uma alta razdo entre sinal e ruido e alta acuracia espectral
(RATNER et al., 2004). Logo as ligacdes quimicas das substancias e as massas dos
atomos envolvidos nessas ligacoes possuem frequéncia de vibracdo especifica
(ALBURQUEQUE, 2008).

E um método analitico padrao, baseado na banda da amida/ no espectro da
quitina e quitosana, normalmente utilizado para caracterizar a estrutura de polimeros
(KHOR, 2001; RINUADO, 2006).

A caracterizacdo por espectroscopia na regidao do infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) foi realizada em um espectrometro de marca Perkin
Elmer e modelo Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer. Para cada amostra

-1

foram obtidos cinco espectros entre 4000 e 650cm ', apds serem realizados 16

varreduras com uma resolucdo de 4 cm™,

4.6.2 Grau de Desacetilacdo (GD)

O grau de desacetilagcdo (GD) € um dos principais parametros na
caracterizagdo da quitina e quitosana. Pode ser definido, como o numero de grupos

amina em relagdo ao numero de grupos amida.

A utilizacdo do espectro com transformada de Fourier descrita no item 4.6.1,
além de caracterizar a estrutura do polimero, também é utilizada para determinar o
grau de desacetilacdo da quitina e quitosana. Isso pode ser feito relacionando as
absorbancias nos comprimentos das ondas de 1560 e 1017 cm’ e aplicar na

Equacéo 4, proposta por Shigemasa e colaboradores (1996).

GD =100 — GA = 100 — [(fllﬂ) x 100] (Equacio 4)

1017

Em que:

GD = grau de desacetilacao;
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GA= grau de acetilacao;
Ass60 = absorbancia no comprimento de onda 1560 cm™;

A1o17 = absorbancia no comprimento de onda 1017 cm™.

4.6.3 Colorimetria

O teste por colorimetria foi realizado para a quitosana obtida pelos dois
processos. Esse teste foi utilizado para verificar a diferengca de coloracdo nas
amostras, a fim de saber qual método foi mais eficiente para a descoloracado do
produto final. O equipamento utilizado foi o colorimetro portatil (Miniscan XE plus,
modelo 45/0-L, Hunter Associates Laboratory Inc., Reston, VA, USA) com o sistema
L* (Luminosidade), a* (+ para vermelhiddo e — para cor verde) e b* (para cor
amarela). O angulo do observador empregado foi de 10° e o iluminante D65. A
calibracao foi realizada em conformidade com os padrdes de cor fornecidos pelo
fabricante (branco e preto). E as andlises foram realizadas em triplicata para cada

amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos da
caracterizagdo da matéria prima, quitina e quitosana a partir da casca de camarao,
Litopenaeus vannamei, bem como avaliar o processo fermentativo por vias aerébia e
anaerdbia e a variagcdo de substratos no meio. Na caracterizacdo das amostras
usou-se microscopio 6tico (MO), espectroscopia de energia dispersiva de raios-X
(EDS), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

colorimetria.

5.1 CARACTERIZACAO DA CASCA

5.1.1 Tamanho das particulas

Com as medidas obtidas foi possivel obter a distribuicio de tamanho das
particulas de casca de camarao nas amostras.

A Figura 9 € um exemplo das micrografias utilizadas nas medidas com o
Imaged.

Figura 9 — Micrografia de uma regido de uma das amostras de casca de camarao.

Fonte: prépria da autora, 2016.
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A Figura 10 indica as classes da medida das areas das particulas e a sua
frequéncia de distribuicdo normal. Foi aplicado o logaritmo normal, para maior
confiabilidade da analise.

Por meio da analise da Figura 10, é possivel notar que a maior parte das
microparticulas medidas nesta amostragem possui um tamanho médio de 566, 85

um, que corresponde a uma faixa de 500-1000 pm.

Figura 10 — Distribuigdo do tamanho das particulas por area em um.
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Fonte: dados da autora, 2016.

5.1.2 Umidade e cinzas

Os dados referentes as porcentagens de umidade e cinzas encontram-se,
respectivamente, nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7 — Percentuais de umidade do residuo da casca de camarao obtidos pelo método de estufa.

Amostra Umidade (%)
1 9,33
2 9,40
3 9,25
Média 9,32

Desvio padrao 0, 0755

Fonte: dados da autora, 2016.
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Os dados apresentados na Tabela 8 sdo valores habituais para a casca de
camarao, tendo sido obtido o mesmo valor por Lisboa (2011). Vale ressaltar que
todos os elementos que compdem a casca de camarao sao higroscépios e dai a
umidade residual.

Tabela 8 — Percentuais de cinzas do residuo da casca de camarao obtidos pelo método de estufa.

Amostra Cinzas (%)
1 18,48
2 18,24
3 18,40
Média 18,37
Desvio padrao 0, 1234

Fonte: dados da autora, 2016.

Tal como indicado na tabela 8, a casca de camardo possui um percentual
elevado de minerais, que fornecem rigidez a casca. A quantidade de minerais

presentes na casca € entdo de cerca de 18,4 % do peso total.

5.1.3 Composigéo das cinzas

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados para a composi¢do de cinzas
realizada por energia dispersiva de raios-x (EDS).

Tabela 9 — Percentuais em peso dos elementos presentes nas cinzas.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Elemento (peso total %) (peso total %) (peso total %) Media

Calcio 59,6 58,8 59,3 59,23

Fosforo 18,3 23,0 20,1 20,47

Nitrogénio 14,7 14,2 14,8 14,57

Magnésio 4,2 4,0 4,2 4,13

Enxofre 3,2 1,6 2,40
Total 100 100 100

Fonte: dados da autora, 2016.
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Analisando os referidos dados, verifica-se que o elemento mais comum é o
calcio, seguido do fosforo. Tal resultado vem em conformidade com o obtido por
Lisboa (2011), para a mesma espécie de camarao.

Na Figural1, é apresentada a micrografia que origina o resultado de EDS.

Figura1l1 — Micrografia da cinza de casca de camarao.
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Fonte: prépria da autora, 2016.

5.2 RENDIMENTOS DA EXTRACAO QUIMICA

A partir da extragcdo de quitina pelo método quimico, foram determinados os
rendimentos referentes a cada etapa extrativa e os rendimentos globais. Na Tabela
10 estdo apresentados esses valores.

Tabela 10-Rendimentos das etapas extrativas.

Rendimento Rendimento
Etapa Peso (g) ]
parcial global
Inicio 10 - -
Desmineralizagéo 4,47 44,7% 44.7%
Desproteinizagao 2,04 45,6% 20,4%
Desacetilagao 1,22 59,8% 12,20%

Fonte: dados da autora, 2016.
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A partir da massa removida em cada etapa € possivel determinar a

composicao da casca de camarao Litopenaeus vannamei. Os resultados encontram-

se na Tabela 11.

Tabela 11 — Composicao final da casca de camarao Litopenaeus vannamei.

Composto Massa removida (g) %

Minerais 5,53 55,3%
Proteinas 2,43 24,3%
Quitina 0,82 8,2%
Quitosana 1,22 12,2%
Total 10 100%

Fonte: dados da autora, 2016.

Da analise da Tabela 11 pode-se entdo afirmar que os valores obtidos

experimentalmente estdo de acordo com aqueles obtidos por Cavalcanti e

colaboradores (2013) para o mesmo tipo de casca.

5.3 RENDIMENTOS DA EXTRACAO BIOLOGICA (FERMENTATIVA)

Na Figura 12 sao apresentados os rendimentos obtidos quando é adicionada

uma etapa de fermentacao aerdbia.
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Figura12 — Resumo dos rendimentos obtidos da extracdo quimica apds etapa fermentativa aerébia.
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Fonte: dados da autora, 2016.

Analisando a Figura 12, verifica-se que a extracao quimica remove cerca de
55 % de massa da casca de camarao sendo estes 55 % correspondentes a fracao
mineral daquela. Quando se compara com o valor da mesma etapa, mas precedido
de uma etapa de fermentacao verifica-se que este valor cai para cerca de 15 — 20 %.

Os motivos para este decréscimo estdo relacionados com a remogao de parte
da fracdo mineral durante a etapa fermentativa, em que verificou-se também um

decréscimo na ordem dos 10 % para a desproteinizacéo.

Outro resultado bastante interessante € o aumento do rendimento de
obtencdo de quitina, significando que cerca de 3 % de quitina é preservada

utilizando-se uma etapa fermentativa.

Com base nos presentes resultados é possivel constatar que a etapa de
fermentacdo aerdbia contribui de forma significativa para a melhoria do processo
extrativo da quitina a partir da casca de camarao.

N&o se verifica uma influéncia significativa na quantidade de substrato usada.

E possivel que todas as quantidades se encontrassem em excesso durante o
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periodo de tempo considerado ou o sistema pode ter sido limitado por outro

parametro, como falta de oxigénio ou questdes difusionais.

A fim de testar a ultima hip6tese propde-se a utilizacao de particulas de casca
de menor dimensado (experimento néo realizado no presente trabalho). A primeira

hipo6tese foi testada por meio de experiéncias em meio anaerdbio.

Na Figura 13 estdo apresentados os rendimentos obtidos quando é
adicionada uma etapa de fermentacao anaerébia.

Figura13 — Resumo dos rendimentos obtidos da extragdo quimica apos etapa fermentativa anaerobio.
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Fonte: dados da autora, 2016.

Analisando a Figura 13, verifica-se que com o aumento da concentragdo de
substrato, € possivel aumentar a quantidade de matéria removida da casca de

camarao para o mesmo periodo de tempo.

Enquanto que as concentragcbes de 1 g e 5 g possuem rendimentos
semelhantes para todos os componentes da casca, verifica-se que com 10 g de

substrato ocorre uma remocao preferencial de proteinas, uma vez que o rendimento
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da desproteinizacao realizada apds a fermentacdo se encontra com valores muitos

baixos.

De resto os valores obtidos para a fermentacdo anaerdbia sdo menos
expressivos do que a fermentacdo aerdbia, ou seja, a casca mantém em maior
quantidade os seus componentes apdés a fermentacdo existindo claramente um

favorecimento para as condicoes aerobias.

5.3.1 Estudo cinético
5.3.1.1 Cinética da fermentacao aerébia

Na Figura 14 sédo apresentadas as curvas de crescimento microbiano para as
trés variagdes de substrato — 1 g, 5 g e 10 g de sacarose.

Figura 14 — Curvas de crescimento microbiano ao longo do processo fermentativo aerébio.
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Fonte: dados da autora, 2016.
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Verifica-se que o crescimento microbiano segue, para todos os substratos
com uma cinética de crescimento que compreende as 4 fases habituais do

crescimento microbiano.

Para o substrato sacarose - 1 g e 5 g - 0 tempo de /ag (fase que ocorre a
adaptacao das células no meio) é muito reduzido, entrado o sistema praticamente
em crescimento exponencial, ao passo, que para a variacao de 10 g de substrato, o
tempo de /ag é substancial, indicando que a sacarose - 1 g e 5 g - sdo a variacao de

substrato mais indicado para esta fermentagdo microrganismo.

E notado ainda para o declive da curva de crescimento na etapa exponencial
ser semelhante para ambas as concentracbes de substratos, indicando que tanto
uma quantidade quanto a outra estariam em excesso, e a velocidade de crescimento

especifico seria maximo.

Os valores da variagao do pH para todos os substratos em cada periodo do
processo fermentativo aerdbio estdo expressos na Figura 15.

Figura 15 — Variagdo dos valores de pH do caldo fermentado em fung&o do tempo decorrido da
fermentacéo aerobia.
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Fonte: dados da autora, 2016.
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De acordo com o exposto na Figura 15, verifica-se que ocorre um decréscimo
do pH do meio para os substratos — 1 ge 5 g -, de 7,58 e 7,44 para 6,5 e 6,0,
respectivamente. Teng e colaboradores (2001), relataram que um pH mais baixo
aumenta a hidrélise proteolitica de proteinas pela protease extracelular segregada,

promovendo assim a desmineralizagdo da casca de camarao.

Analisando os valores de pH com a quantidade removida de minerais na
casca apds a fermentacdo (Figura 12), comprova-se que o substrato (5 g) que
atingiu o menor valor de pH foi o que mais desmineralizou a casca durante a

fermentagao aerobia.

E possivel observar que para 10 g de substrato, nas primeiras 24 horas de
fermentacgao, a leitura do pH do caldo fermentado apresentou um aumento de 5,35
para 6,76. Posteriormente os valores de pH foram decrescendo ao longo do
processo fermentativo até o ponto de 96 horas (4° dia) atingindo um valor de 6,06,

porém permaneceram os niveis adequados para o crescimento celular.

O perfil cinético do consumo de substrato [S], expressos em g.mL", em
funcao do tempo de fermentacéao, esta apresentado na Figura 16.

Figura 16 — Comparagéo dos valores do consumo de substrato em fungéo do tempo decorrido na
fermentacao aerébia.

Sacarose 1g
105 1 —@— Sacarose 59
—A— Sacarose 10g

90

75 -

2 60 A
/A A/
45 - A /o
°
.\ /
)
30
T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (horas)

Fonte: dados da autora, 2016.



48

Durante o processo de fermentacdo da casca de camardo utilizando a
sacarose como substrato, observou-se que para as variacdes de 5 g e 10 g ocorreu
um rapido consumo nas primeiras 24 horas, desde entdo o consumo foi

decrescendo ao longo do processo fermentativo, até o ponto de 96 horas (5 dias).

Pode-se notar que para 1 g de substrato, o consumo comecou apds 24 horas
(1° dia).

5.3.1.2 Cinética da fermentacao anaerodbia

Por meio da Figura 17 pode-se observar as curvas de crescimento microbiano
referente aos trés tipos de concentragdes de substrato ao longo do processo

fermentativo anaerdbio.

Figura 17 — Curvas de crescimento microbiano ao longo do processo fermentativo anaerébio
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Nota-se que os valores de concentragao celular permaneceram semelhantes
para todas as variacoes de substratos, sendo que a fase lag, que é a fase de
adaptacao do microrganismo no meio, pode ser observada durante as primeiras 24
horas.

A partir do primeiro dia verifica-se a fase exponencial em todos os substratos,
e nota-se que o maior pico de producao celular foi para o substrato utilizando 10 g
de sacarose, que chegou a 15 g.mL™" no quarto dia.

Assim, a fermentacdo de modo anaerdbio se torna ineficaz devido a esse

periodo de adaptacao das células, comparando-a com o processo aerobio.

Os valores da variacao de pH para todos os substratos, em cada periodo do
processo fermentativo, estdo expressos na Figura 18.

Figura 18 — Variacdo dos valores de pH do caldo fermentado em funcao do tempo decorrido da

fermentacdo anaerdbia
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Diferentemente do processo fermentativo aerdbio, as amostras apresentaram
valores de pH inicialmente na faixa de 5,15 — 6,0, no decorrer de 24 horas todas
tiveram um aumento no valor do pH, que foi acima de 7,0, tornando o meio neutro

durante todo o processo fermentativo.

Estes dados justificam os rendimentos inferiores da remog¢&ao de minerais nas
cascas aos obtidos pelo processo aerdbio. Porém, na remocgao de proteinas durante
a fermentacédo, o meio contendo 10 g de sacarose, foi 0 mais significativo entre os
dois processos fermentativos, o que segundo Jung e colaboradores (2007) com o
aumento do pH acima de 7,5 favorece a desproteinizacdo da casca de camarao.

O perfil cinético do consumo de substrato [S], expressos em g.mL", em
funcao do tempo de fermentacdo anaerdbia, estd apresentado na Figura 19.

Figura 19 — Comparagao dos valores do consumo de substrato em fun¢do do tempo decorrido na

fermentacdo anaerobia.
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De acordo com o exposto, é evidente o consumo do substrato nas primeiras
24 horas para as variacées de 5 g e 10 g de sacarose, 0 que confirma a eficiéncia do
in6culo. Observa-se também que para 1 g de substrato, o consumo do substrato
comegou apos as 24 horas. Verifica-se que o perfil cinético do consumo de substrato
no processo fermentativo de modo anaerdbio foi semelhante ao processo

fermentativo aerdbio.

5.4 RENDIMENTOS DO PROCESSO DE OBTENCAO DA QUITOSANA

Na Tabela 14 sao apresentados os rendimentos obtidos da quitosana quando
€ adicionado um estagio de fermentacao e pelo processo quimico.

Tabela 12 — Resumo dos rendimentos da produgao de quitosana ap6s etapa fermentativa e processo

quimico.
Quitina Rendimentos
Processo
(9) (9) (%)
10,00 Fermentativo 7,95 79,5%
10,00 Quimico 6,00 60%

Fonte: dados da autora, 2016.

Analisando a Tabela 14, observa-se que a quitina obtida por meio da
fermentacdo dos residuos do camardo apresenta maior rendimento do produto final
— quitosana — do que a quitina obtida pelos métodos convencionais — quimico. Nao
ha relatos na literatura que comprove, a que é possivel atribuir esse maior
rendimento.

5.5 ANALISES DAS CARACTERIZAGOES

5.5.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

O propdsito da caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) é obter a identificacdo quimica da macromolécula. O

método € realizado por meio da analise dos picos do espectrograma, sendo que
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cada absor¢do ou pico corresponde a vibracdo de uma ligacao quimica. Cada tipo

de ligacao quimica tera um comprimento de onda especifico.

Na Figura 20 é apresentado o espectrograma de quitina obtida pelos
métodos quimicos e fermentativos.

Figura 20 — Espectrograma da Quitina obtida sem fermentacéo (linha preta) e com fermentacéo (linha

laranja).
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Fonte: dados da autora, 2016.

No espectro da quitina, a banda larga com maximo em torno de 3313 cm™, se
deve a deformagéao axial do grupo O-H associado a outros grupos polares através de
pontes de hidrogénio intra e intermoleculares.

A banda na regido de 1385 cm™ é caracteristica da vibragdo de deformacéo
angular simétrica dos grupos metil (CH3) do grupo acetamida.

As bandas de absorcao na regido de 1138 e 896 cm™(estiramento de ligacdes
C-O-C), 1068 e 1025 cm' (vibracdes de estiramento do grupo C-O) sao
caracteristicas da estrutura sacaridea da quitina.

A presenca do pico em 1649 cm™ deve-se ao grupo CHs-C=0, denotando a
presenca do grupo acetil.
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Ambas as quitinas apresentam os mesmos picos tendo a quitina obtida sem

fermentagdo picos mais definidos possivelmente devido a uma maior pureza.

7

Na Figura 21 é apresentado o0 espectrograma da quitosana obtida pelos

métodos quimicos e fermentativos.

Figura 21 — Espectrograma da Quitosana obtida sem fermentacao (linha preta) e com fermentacéo

(linha laranja)
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Fonte: dados da autora, 2016.

No espectro da quitosana, observam-se algumas diferengcas do espectro da
quitina, que se deve aos diferentes indices de grupos acetamida.

Dentre essas diferencas, nota-se o desaparecimento do ombro em 3480 cm”
e da banda 1560 cm™', este Ultimo devido a deformacdo do NH; (amida Il), que esta
relacionada com a carbonila (C=0) que a medida que o grau de desacetilagdo

aumenta, vai diminuindo.

O desaparecimento das bandas entre 3200 e 3100 cm™, refere-se a
desacetilacdo do grupo acetamida (NHCOCHS;) da quitina, transformando-se em

amina.
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5.5.2 Grau de desacetilacao

O grau de desacetilacdo é um dos principais parametros de caracterizacao,
porque influencia nas propriedades fisico-quimicas e mecéanicas do polimero, pois

determina a quantidade de grupos amino na amostra.

Os graus de desacetilacdo das quitosanas foram calculados por meio da

Equacao 4, descrita no item 4.7.2. Os resultados estdo expostos na Tabela 15.

Tabela 13 — Graus de desacetilagdo das amostras de quitosana.

Grau de desacetilacao

Amostra
(%)
Quitosana (quimico) 83
Quitosana (fermentativo) 77

Fonte: dados da autora, 2016.

Observa-se que ambas as quitosanas obtiveram o grau de desacetilacao >50,
0 que de acordo com Alves e Mano (2008), considera-se uma quitosana soluvel em
acidos diluidos. Outra caracteristica que se pode atribuir quanto ao grau de
desacetilacdo, é que ambas estdo dentro das especificagdes de quitosana para
dispositivos médicos, que fica entre 70 — 90 % (LISBOA, 2012). Assim, considera-se
que a desacetilacdo das quitosanas alcangcaram valores dentro dos padrdes
exigidos, o que comprova a eficiéncia do processo.

5.5.2Colorimetria

Os valores das cores L*, a* e b* estdo exposto na Figura 22 e a coloragéo das
duas quitosanas, sdo mostradas na Figura 23.
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Figura 22 — Valores de L*, a* e b* de quitosanas preparadas sob diferentes condigdes. Os valores

estdo expressos em média

90 7 81,82
75,84667 . .

B Quitosana comercial

72 -
Quitosana fermentagdo
54 -
36 -
18 - 17,0633 14,2733
1,71667 1,63667
0 . I
L* a* b*

Fonte: dados da autora, 2016.

Nota-se que entre as duas quitosanas o maior valor em L* e menor valor em
a* e b*, foram observados para a quitosana obtida pelo processo fermentativo. Isto
sugere que durante a fermentagdo ocorreu a remocao do carotenoide astaxantina, o
que favoreceu na coloracdo do produto final — quitosana. Entretanto, ndo se pode
afirmar a quantidade de pigmento recuperado durante a fermentacao, assim se faz
necessaria a quantificagdo do pigmento na fragdo liquida obtida pela fermentagéo

com Saccharomyces cerevisiae.
Figura 23 — (A) Quitosana com uma etapa de fermentagao; (B) Quitosana comercial.

(A) (B)

Fonte: prépria da autora, 2016.
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A producao de quitosana pelo processo de fermentacdo sem o uso de um
agente branqueador reduziria consideravelmente o custo de produgdo devido a
reducdo do uso de produtos quimicos e de descargas de aguas residuais
volumosas. Ja que, no processo quimico de producdo de quitosana, se fazem
necessarias etapas de branqueamento, utilizando &lcool etilico (YOUN et al., 2007).
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6 CONCLUSOES

A composicao da casca do camarao Litopenaeus vannamei € de 55,3 % de carga
mineral, sendo cerca de 60 % de Carbonato de Célcio, 24,3 % de proteinas e
20,45 % de quitina;

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi eficiente na fermentacdo dos residuos

de camarao, resultando na preservacao de 3 % de quitina;

A fermentacdo aerdbia mostrou-se eficiente, com cerca de 25 % e 11 %
respectivamente nas etapas de desproteinizacdo e desmineralizacdo, em relacao
a fermentacdo anaerébia no processo de extracdo de quitina da casca de

camarao;

A quantidade de 5 g de substrato na fermentacdo aerdbia foi a mais
representativa, removendo cerca de 74 % de minerais e 42 % de proteinas;

O grau de desacetilacdo da quitosana, de 77 % com uma etapa fermentativa esta
de acordo com os padrdes estabelecidos da quitosana para dispositivos médicos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Otimizagdo nas condicbes operatérias no processo fermentativo devem ser
realizadas, bem como o ajuste de pH no meio e maior tempo de fermentacao,

para provocar maior desmineralizacao e desproteinizagao da casca;

Sao necessarios mais ensaios de caracterizacdo do produto final, que séao
imprescindiveis para se obter uma quitosana de grau médico, como: Peso
molecular, solubilidade, contelddo em proteinas, conteddo em cinzas e grau de

cristalinidade;

Torna-se necessaria a quantificagdo do carotenoide astaxantina por
espectrofotometria UV-Visivel, a fim de validar a eficiéncia da recuperagédo do

pigmento por fermentagao.
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