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14.1 INTRODUCAO

A quitosana é um heteropolimero natural, amino catiénico, composto por
unidades B-1,4 D-glucosamina ligadas a residuos de N-acetilglucosamina,
derivado da N-desacetilacao da quitina, denominacdo usual para o polimero
8-(1-4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina). A quitina e a
celulose sao semelhantes em sua natureza funcional (baixa solubilidade e
baixa reatividade quimica), e tal analogia esta refletida nas fun¢oes similares
desses polimeros na natureza, ja que ambos atuam como material estrutural
(Figura 14.1). A quitina difere da celulose na sua estrutura polimérica pela
substitui¢do da hidroxila por um grupo acetamina no carbono de posic¢io 2,
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sendo, provavelmente, a mais abundante fibra de ocorréncia natural depois

da celulose!”
~SH A

H CHOH

QUITOSANA
(@)
Hoon B
et W L ﬁ@b W@Q{f
b
QUITINA CELULOSE
(b) ()

Figura 14.1 (a) Estrutura da quitosana; (b) quiting; e (c) celulose.?

A quitosana industrial é, na maioria das vezes, extraida do exoesque-
leto de crustdceos, sendo obtida pela desacetilagdo da quitina por meio da
utilizagao de NaOH 50% e temperatura em torno de 110 °C. A quitina e
a quitosana podem ser extraidas da parede celular de algumas espécies de
fungos, mais particularmente da classe Zygomycetes e, em geral, da ordem
Mucorales, que apresentam maior quantidade de quitina e quitosana. A qui-
tosana também pode ser produzida artificialmente, a partir da abertura do
anel do grupo exazolina de um derivado glicosidico ou a partir da bios-
sintese da propria glicose, a qual é convertida inicialmente em aminoacu-
cares, sendo, em seguida, acetilada e finalmente polimerizada por atuacio
enzimatica>!%372231,

A quitosana é, portanto, proveniente da N-desacetilacio da quitina,
podendo o grupo N-acetil sofrer varios graus de desacetilagao, gerando
diversos derivados da quitosana. Nesse sentido, a quitosana ndo é uma enti-
dade quimica uniforme, mas um grupo de polimeros parcialmente desaceti-
lados. Quando os produtos obtidos apresentam grau de desacetilagao acima
de 60%, ja podem ser considerados como quitosana, sendo que as aplicacoes
e caracteristicas do polimero dependem fundamentalmente do grau de desa-
cetilagdo e do tamanho da cadeia?

Na drea agricola, sabe-se que a produtividade das plantas normalmente
¢ garantida pela utilizacdo de fertilizantes minerais soltveis, principalmente
para fornecimento de nitrogénio, fésforo e potassio. Todavia, a aplicagdo
desses fertilizantes soluveis, na maioria das vezes, pode promover subs-
tancial aumento nos custos de producio, além de riscos de contaminagio
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ambiental**. Os fertilizantes potdssicos encontram-se entre os mais utiliza-
dos na agricultura brasileira e sio quase que inteiramente atendidos por
importagdes, que chegam a mais de 6 milhdes de toneladas por ano, uma
vez que a producdo nacional limita-se a apenas 650 mil toneladas ao ano*'.

A utilizag¢ao direta de rochas moidas na fertiliza¢ao seria vidavel, porém
seu emprego € restrito devido a sua baixa solubilidade, fazendo com que seja
necessaria a adicao de grandes quantidades de rochas moidas*. Uma alter-
nativa vidvel para a substitui¢do de fertilizantes soldveis é a produ¢do de
biofertilizantes naturais obtidos a partir de rochas moidas inoculadas com
a bactéria oxidante do enxofre Acidithiobacillus (do género Proteobacteria
e gram-negativa), que tem a habilidade de produzir acido sulfarico por via
metabdlica, possibilitando a solubilizagao de minerais contidos nas rochas
moidas. O biofertilizante de rochas obtido dessa forma origina-se de um
processo pratico que reduz o consumo de energia com aumento da disponi-
bilidade de nutrientes para as plantas, e que minimiza os impactos ambien-
tais tendo em vista que a liberacdo é realizada de forma mais lenta, com-
parada com fertilizantes minerais soliveis. Assim, verifica-se a utilizagao
normal pelas plantas, com reduc¢do da possibilidade de arraste para as cama-
das mais profundas do solo e mesmo para o lengol freatico, com reducao da
ocorréncia de problemas ambientais**.

Atualmente, faz-se totalmente necessdria a conserva¢ao dos alimentos,
especialmente de frutos e seus subprodutos mantidos em prateleira, e nesse
sentido tem sido observado sensivel impacto sobre a disponibilidade de ali-
mentos ao longo do tempo, quando em seu estado de produtos minima-
mente processados. A presenca de fungos e, consequentemente, a atividade
metabodlica desses agentes, é reconhecida como uma das principais causas
biolégicas primarias de perdas de produtos pereciveis de origem vegetal,
principalmente de frutas e de seus subprodutos.

O controle quimico permanece sendo o principal mecanismo de controle
da redug¢do da incidéncia de doencas pds-colheita causadas por fungos em
frutos e em seus derivados, conduzindo a uma consideravel perda desses
produtos antes da sua comercializagdo. O amplo uso de fungicidas sintéticos
nesses alimentos apresenta significativas desvantagens, incluindo o aumento
do custo da producdo, perigos para os manipuladores, preocupagdo acerca
de residuos em alimentos, ameaga a satde publica e ao meio ambiente.

Na industria alimenticia, a quitosana também oferece um amplo espec-
tro de possiveis aplicagbes, como a formacao de filmes biodegradaveis, a
recuperacgao de subprodutos, a purificacdo de dagua, a clarificacdo de sucos
de frutas, a encapsulacdo de aromas, a atuagdo como agente antioxidante,
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emulsificante e estabilizante, destacando-se sua eficacia quanto a preserva-
¢do da qualidade microbioldgica do alimento!*!5:%7,

O presente capitulo tem por objetivos a caracteriza¢do, a produgio e
a utiliza¢do da quitosana de crusticeos e de fungos da ordem Mucorales,
assim como a avaliacdo da efetividade do biopolimero na inibi¢ao de micro-
-organismos toxigénicos, a fim de mostrar seu potencial de utiliza¢do na
agricultura, em alimentos e no ambiente.

14.2 HISTORICO

Agéncias internacionais de monitoramento dos recursos alimentares no
mundo reconhecem que a op¢ao mais viavel para alcancar a futura necessi-
dade de alimentos seria a redu¢do de perdas pos-colheita. A literatura atual
¢ vasta em materiais sobre quitina e quitosana, e varias revisdes abordando
diferentes aspectos desses polimeros e seus derivados, que encontram apli-
cac¢do na area industrial, tecnoldgica, agricola, ambiental, na conservacio de
alimentos e na medicina, podem ser encontradas. As caracteristicas fisico-
-quimicas derivadas da formacdo de complexos polieletroliticos, com pro-
priedades de biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioatividade, justifi-
cam a razdo pela qual a obten¢do e producao desses polissacarideos tém sido
extensivamente estudadas na atualidade*»>!1,

Apesar de serem propostas alternativas as industriais para obtengio e
produgdo de quitosana proveniente de crustdceos, recentes avangos na tec-
nologia das fermentacdes sugerem que o cultivo em larga escala de micro-
-organismos que contenham quitina e quitosana é um artificio promissor em
relacdo a fonte tradicional de quitosana, por razdes como: extra¢ao simul-
tanea de quitina e quitosana, independéncia dos fatores de sazonalidade,
producdo em larga escala, padronizag¢do do produto a partir do controle do
processo fermentativo, além de ser uma técnica simples, de baixo custo e que
ndo gera residuos poluentes3®1.

Assim, tem sido investigada a habilidade da produc¢ao desses biopolime-
ros por diversos géneros e espécies de fungos, tais como Cunninghamella
elegans**3, C. bertholletige', Mucor circineloides, M. racemosus, M. rouxii
M. javanicus, Aspergillus niger, Zygosaccharomyces rouxii, Candida
albicans®”, Rhizopus oryzae, R. oligosporus, R. stolonifer e Absidia
coerulea®, relatando-se rendimentos iguais ou superiores aos obtidos por
meio da utiliza¢do de fontes tradicionais®'.
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Nas ultimas décadas, visando ao aproveitamento de novas tecnologias
para obtengdo de fertilizantes naturais biologicos, aqui denominados de bio-
fertilizantes, intensificaram-se as pesquisas para utilizagao de minerais de
rochas. A producido e uso de biofertilizantes fosfatados e potassicos produ-
zidos a partir de rochas, com eficiéncia comprovada, tem sido relatada em
diversos trabalhog*+45:30,34.39,:46.47.4

A produgio de fertilizantes de rochas moidas vem sendo realizada com o
uso de enxofre elementar inoculado com a bactéria Acidithiobacillus, pro-
duto aqui denominado de biofertilizante de rochas. O micro-organismo a
partir da produgdo metabdlica de acido sulfiurico participa na disponibili-
zagdo dos minerais contidos nas rochas, principalmente fosfatos naturais
(apatitas), que possuem ampla quantidade de fosforo e cdlcio (apatita), e as
biotitas com potassio e magnésio. O enxofre elementar, ao ser oxidado pela
bactéria Acidithiobacillus, produz 4cido sulfirico metabolicamente, sendo
o proton H* responsdvel pela liberacdo de nutrientes contidos nos minerais.
Observa-se também a produgdo de enxofre elementar na forma de SO >
soluvel, que pode ser absorvido pelas plantas.

O nitrogénio é o nutriente que mais limita a produtividade, e normal-
mente ocorre no solo em niveis abaixo do necessario para o desenvolvi-
mento adequado das culturas. Em func¢do de suas inumeras transformacoes
e pela sua alta solubilidade, pode sofrer lixiviagdo para as camadas mais
profundas do solo, e mesmo para o lengol freatico, possibilitando a conta-
mina¢dao ambiental.

Residuos organicos que ndo apresentam possibilidades de promover pro-
blemas ambientais sao denominados de matéria organica de nova geragio.
Podem ser considerados materiais organicos de nova geragao: restos cultu-
rais, torta de mamona, torta de cana-de-ag¢ucar, himus de minhoca, residuos
diversos provenientes da agroindustria como residuos da producio de bebi-
das, entre outros, os quais podem ser utilizados para aporte de nitrogénio e
produgdo de biofertilizante organico. A incorporag¢ao de residuos organicos,
além de melhorar as condig¢des fisicas do solo, contribui para o aumento da
atividade bioldgica e o fornecimento de nutrientes para a planta. Entretanto,
de uma maneira geral, os residuos empregados na agricultura apresentam
baixa concentragdo de nitrogénio®’.

As bactérias diazotréficas de vida livre sio as que apresentam maior
potencial de utilizacio como alternativa para o enriquecimento dos resi-
duos organicos em nitrogénio disponivel. Tais bactérias abrangem micro-
-organismos que podem ser encontrados no solo e em ambientes aquati-
cos e que, necessariamente, ndo fazem parte de estruturas mutualisticas ou
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associativas*’?. As bactérias diazotroficas de vida livre podem enriquecer em
nitrogénio materiais organicos com baixo teor do nutriente, com aumento
superior a 100%. Sem duvida esse processo promove amplas e importantes
possibilidades de aplicacdo para a producdo de biofertilizante organico em
mistura com os biofertilizantes de rochas, o que torna possivel a aplicagdao
dos nutrientes mais importantes para as culturas em forma disponivel.

Por outro lado, pesquisas demonstram a libera¢ao de quitosana por fun-
gos da ordem Mucorales, como, por exemplo, Cunninghamella elegans,
Mucor rouxii, Mucor circineloides, entre outros, e o biopolimero tem mos-
trado elevado potencial na liberacao de polifosfato inorganico?>?3, além de
também poder atuar como bioprotetor contra doengas de plantas. Portanto,
a adicdo de quitosana de fungos ainda podera contribuir para a produ-
¢ao de um bioprotetor, com aumento consideravel na disponibiliza¢ao de
nutrientes e também com potencial para promover resisténcia das plantas a
fitopatogenos?®13.

A quitosana presente na parede celular de fungos (Mucorales) tem
demonstrado grandes vantagens, tais como extracao simultanea de qui-
tina e quitosana, independéncia dos fatores de sazonalidade e produ¢do em
larga escala. A quantidade desses polissacarideos extraida da biomassa varia
segundo a espécie de fungo e as condicdes de cultivo. Geralmente, fungos da
classe Zygomycetes apresentam maior quantidade de quitina e quitosana em
sua parede celular??!#,

14.3 APLICACAO DE QUITOSANA NA AGRICULTURA

Inicialmente é realizada a produc¢do do biofertilizante misto (BNPK)
com nitrogénio, fosforo e potdssio, a partir da mistura de biofertilizante de
rochas fosfatadas e potassicas por meio da adi¢cdo de enxofre elementar com
a bactéria Acidithiobacillus, em mistura com materiais organicos inoculados
com bactérias diazotréficas de vida livre. Apds a obten¢ao do BNPK, reali-
za-se a inocula¢do com fungo produtor de quitosana a fim de se produzir o
bioprotetor**13,

As espécies de bactérias diazotréficas atualmente selecionadas incremen-
tam em mais de 100% o teor de nitrogénio da matéria organica, sendo mais
utilizado o himus de minhoca. E importante observar que, para a producio
do BNPK enriquecido em nitrogénio, deve ser adicionado um componente
organico energético, tal como residuo de sorvete, vinhaga, residuos de frutas,
entre outros, para fornecimento de carbono e energia. A adi¢ao do residuo
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visa incrementar o desenvolvimento das bactérias diazotroficas de vida livre,
que irdo incorporar nitrogénio atmosférico ao biofertilizante através do pro-
cesso da fixagdo biolégica do N,

Em seguida, na fase de producio do bioprotetor, é promovida a atuagdo
de fungos da ordem Mucorales, especialmente Cunninghamella elegans e/ou
Mucor circineloides, que apresentam quitina e quitosana na parede celular.
O biopolimero quitosana comprovadamente atua na protecdo das plantas
contra doencas, e, como também produzem polifosfato inorganico, aumenta
a concentra¢do de fosforo disponivel no produto?.

Assim, pode ser observada a possibilidade de seu emprego na producio
de um protetor e biofertilizante com ac¢ao direta no produto, através da
incorpora¢do da quitosana fangica que ocorre na parede celular de alguns
fungos, o que é uma caracteristica de singular aplicabilidade. Vale salien-
tar que os produtos obtidos sdo passiveis de aproveitamento por pequenos,
médios e grandes produtores, como também, de modo especial, por indus-
trias de fertilizantes (Figura 14.2).

Por outro lado, também merece atencdo especial a aplicacdo da quito-
sana elaborada em laboratoério, principalmente na forma de nanoparticulas,
visando a atuagdo contra fitopatogenos por aplicag¢do via foliar.

Figura 14.2 Produgdio do biofertilizante de rochas e orgdnico (himus de minhoca) inoculado com bactéria diazotréfica de vida livre.
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14.4 PRODUCAO DE BIOFERTILIZANTE E BIOPROTETOR

14.4.1 Producao de biofertilizante misto (BNPK)

A eficiéncia agrondmica dos biofertilizantes de rochas fosfatadas e potas-
sicas, obtidos a partir de diferentes rochas, ja foi comprovada em experi-
menta¢do com varias culturas econémicas e em diferentes solos*#346:47,

Bactérias de vida livre dotadas da capacidade de fixar nitrogénio atmos-
férico podem ser isoladas de amostras de diferentes solos (profundidade de
0 a 20 c¢m), colocadas para secar, destorroadas e, em seguida, passadas em
peneira (malha 50). Transferem-se 0,25 g de cada amostra de solo direta-
mente para placas de Petri contendo meio silica-gel, incubadas a tempera-
tura ambiente (= 28 °C), por 15 dias, em camara de crescimento tipo B.O.D.,
e realizam-se observac¢des didrias.

As colonias crescidas devem ser transferidas para placas de Petri con-
tendo meio de cultura s6lido LG?*'2. O meio LG contém por litro:

e 20 g de sacarose ou agucar cristal;

* 0,05 g de K,HPO,;

* 0,15 g de KH,PO,;

* 0,02 g de CaCl;

e 0,20 g de MgSO,.7H 0;

* 0,002 g de Na,MoO,.2H,0;

* 0,01 g de FeCl,.2H,0;

5 mL de azul de bromotimol (solu¢io 0,5 % em etanol); e
1 g de CaCO,.

Além disso, o pH ¢é ajustado para 7,0 e ocorre a adi¢do de 15 g de dgar
(P.A.). Os novos isolados deverdo ser purificados com adi¢ao de 10 mL de
agua destilada e esterilizada nas placas de Petri e, em seguida, realizada ras-
pagem das colonias crescidas, utilizando camara de fluxo laminar. As con-
centracdes das suspensodes bacterianas devem ser ajustadas para densidade
otica (DO, ) de 0,4 em espectrofotometro e, em seguida, deve-se trans-
ferir aliquota de 1 mL para Erlenmeyers contendo 1 L de meio de cultura
liquido LG. Apés a purificagdo, os isolados deverdo ser mantidos em tubos
com meio LG e entdo conservados em 6leo mineral. Posteriormente, deve-se
realizar a manutenc¢io definitiva por liofilizagdo. E interessante realizar a
caracteriza¢do morfoldgica e genotipica de novos isolados. Normalmente
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as amostras resultantes da PCR devem ser enviadas para laboratorios espe-
cializados em sequenciamento, e, posteriormente, as sequéncias devem ser
comparadas com as existentes em bancos de dados on-line e com amostras
da Embrapa (Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia — CNPAB, no
Rio de Janeiro).

14.4.2 Producao de bioprotetor com quitosana

Para a producdo de bioprotetor, podem ser utilizados fungos da ordem
Mucorales, como Cunninghamella elegans, Mucor circineloides e Mucor
rouxii, entre outros, cujas amostras devem ser estocadas em meio BDA sob
refrigeracao (5 °C). Esporangios produzidos pelos fungos devem ser coleta-
dos em agua destilada, contados em hematocitémetro com padronizagdo de
in6culo em 107 (esporangios mL), e as células devem ser crescidas em meio
sintético para Mucorales (SMM), constituido de:

® 40 g L' de glicose;

e 2 ¢ L' de asparagina;

0,005 g L' de tiamina;

0,5 g L' de fosfato de potassio; e
0,25 de g L sulfato de magnésio?®.

Deve-se transferir cerca de 1 mL de in6culo para frascos Erlenmeyers
de 250 mL com 50 mL de meio. Os frascos devem ser incubados durante
sete dias sob agitacdo orbital de 5.000 g. Ao final do crescimento, a massa
micelial devera ser coletada em membrana de nylon (120 F), lavada duas
vezes com agua destilada e, posteriormente, submetida a liofiliza¢ao para
determinagdo da matéria seca da biomassa??. A aplica¢do do fungo produtor
de quitosana deve ser realizada de uma s6 vez, no inicio do ensaio. E pre-
ciso coletar amostras em varios periodos (exemplo: 5, 10, 15, 20 e 30 dias
ap6s a inoculacio), para determinagao de: quitina e quitosana, pH, con-
dutividade elétrica (C.E.), carbono, nitrogénio e enxofre total, N-proteico,
N-NO; N-NH,*; fésforo disponivel; potdssio disponivel; magnésio e calcio
trocaveis e S-50,* solivel. Também poderdo ser analisadas algumas enzimas
importantes, como nitrogenase, quitinase e catalase.
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14.5 BIOPROTETOR COM NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

O termo nanoparticulas é genérico, sendo os materiais nanoestruturados
geralmente definidos como os que apresentam ao menos uma dimensdo na
faixa de tamanho nanométrico, abaixo do tamanho critico do material capaz
de alterar alguma de suas propriedades. Dessa forma, considera-se um nano-
material aquele que possui pelo menos uma propriedade que se manifeste
exclusivamente devido a escala nano. Esta propriedade deve ser diferente do
material massivo ("bulk").

As nanoparticulas podem ser preparadas a partir de uma variedade de
materiais, tais como proteinas e polimeros. A sele¢do desse material depende
de muitos fatores, incluindo (a) o tamanho das nanoparticulas; (b) as pro-
priedades intrinsecas; (c) as caracteristicas da superficie, como a carga e
a permeabilidade; (d) o grau de biodegradabilidade, biocompatibilidade e
toxicidade, dentre outros. As nanoparticulas, constituidas por polimeros
biodegraddveis, como a quitosana, incluem as nanocapsulas e as nanoesfe-
ras, as quais diferem entre si segundo a composi¢do e a organizagao estru-
tural (Figura 14.3).

Denominam-se esferas os sistemas em que o material estd homogenea-
mente disperso ou solubilizado no interior da matriz polimérica. Dessa
forma, obtém-se um sistema monolitico em que nio é possivel identificar um
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Figura 14.3 Diferentes nanoparticulas com aplicagdo farmacdutica: (A) nanoesfera (sistema matricial) e (B) nanocdpsula (sistema
reservatdrio). Modificada de Azevedo (2007)’.

nucleo diferenciado. A nanocapsula constitui o sistema do tipo reservatorio,
em que é possivel identificar um nucleo diferenciado, que pode ser s6lido ou
liquido. Nesse caso, a substancia encontra-se envolvida por uma membrana
polimérica que isola o nicleo do meio externo.
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Os métodos de obtencao de nanoesferas e nanocapsulas sio semelhantes,
porém ha diferen¢a nos mecanismos de polimerizagio, os quais sio
classificados da seguinte forma: (a) dispersdo ou precipitacao de polimeros
pré-formados; (b) polimerizagdo de mondmeros dispersos in situ; (¢) copo-
limerizacdo interfacial, que forma nanocdpsula pelo contato entre os mond-
meros na interface (Figura 14.4); e (d) coacervac¢dao dos polimeros hidrofili-
cos ou gelificagao idnica.

¥ Monémero ®
hidrofilico
Monémero ®
¥ lipofilico
o .v o — »
Dispersao de monomeros Reacdo na interface Nanocapsula

Figura 14.4 Método de copolimerizagdio interfacial para preparar nanocdpsulas. Modificada de Mohanraj e Chen (2006)%.

A coacervagao dos polimeros hidrofilicos ou gelificacdo idnica é o método
que foi empregado pelo grupo de pesquisa. Na preparag¢do de nanoparticulas
de quitosana, também existem na literatura outros métodos, como: (a) emul-
sdo “cross-linking”; (b) coalescéncia de gotas de emulsdo; (c) micela reversa;
e (d) modificagdo quimica da quitosana?*2%,

14.5.1 Método de gelificacao idnica

A gelificacdo idnica é um método fisico-quimico de preparacdo de nano-
particulas que consiste, de modo geral, na dissolu¢ao de um farmaco junta-
mente com um polimero em determinado solvente, seguida da adi¢do, sob
agitag¢do constante, de um nao solvente a mistura. O nao solvente pode cau-
sar a precipitacao do polimero ou a separacdo de fases (muitas vezes chama-
das de processo de coacervagdo). Esses processos de coacervacdo podem ser
divididos em: (a) simples (por mudanga no pH, forca iénica, temperatura);
ou (b) complexos (complexacao entre dois polieletrélitos de carga oposta)”3.
Nesse ultimo caso, ocorre entre a estrutura da quitosana (polieletrolito posi-

tivo) e a estrutura do agente surfactante, como o tripolifosfato de pentasé-
dio (TPP) (Figura 14.5).
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Figura 14.5 Interacdo idnica entre a quitosana e o fripolifosfato de pentasddio (TPP). Modificada de Azevedo et al. (2010)%.

O tripolifosfato de pentasodio (TPP) é usado para preparar nanoparticu-
las de quitosana por ser um polieletrélito atoxico, capaz de formar géis com
a interacdo de suas cargas negativas e as dos grupos aminicos da quitosana.
Essa interacdo pode ser controlada pela densidade de carga da quitosana
e do TPP, que depende, principalmente, do pH da solu¢do!'. Na literatura,
estao disponiveis trabalhos visando a preparacao de nanoparticulas biode-
graddveis com polimeros hidrofilicos, como a quitosana, a gelatina e o algi-
nato de s6dio. Um método para preparar nanoparticulas de quitosana por
gelificacdo ionica foi desenvolvido por Calvo'®, e é descrito a seguir. Nesse
método, o grupo aminico da quitosana é carregado positivamente intera-
gindo com o TPP de carga negativa para formar coacervados com um tama-
nho na faixa de nanémetros. Coacervados sio formados como resultado de
interacdo eletrostatica entre duas fases aquosas, que, por gelificagio idnica,
envolvem o material em fase de transicao do estado liquido para o gel**°.

14.5.2 Producao de nanoparticula de quitosana
pelo método de gelificacao idnica

Dissolver 0,5 g das quitosanas em 50 mL de acido acético 2% e agitar por
30 minutos. Adicionar lentamente a cada grupo 20 mL de TPP 1%, manti-
dos sob agita¢do durante 2 horas. Centrifugar a 13.400 g por 10 minutos
e acrescentar mais solugdes ao mesmo microtubo (eppendorf). Na ultima
aliquota da solugdo, retirar o sobrenadante, acrescentar agua destilada e
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homogeneizar as amostras, com lavagens repetidas por 5 vezes, sempre
intercalando com a centrifuga¢ao a 13.400 g por 5 minutos. Apds a ultima
lavagem, retirar os sobrenadantes e liofilizar os precipitados.

14.6 APLICACAO DA QUITOSANA NA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Na industria alimenticia, a quitosana oferece um amplo espectro de pos-
siveis aplica¢cdes como agente antimicrobiano, estabilizante, antioxidante,
emulsificante, na formulacdo de biofilmes, redu¢do da respiraciao de frutos,
barreira a perda de umidade, reducdo da produgio de etileno e poligalactu-
ronase em frutos, encapsulacdo de aromas e recuperagdo de subprodutos?’.
A quitosana em concentragdes muito baixas tem apresentado propriedade
protetora de vegetais, podendo ativar mecanismos de defesa nestes contra o
ataque de patogenos (Figura 14.6).

As perspectivas de aplicagdes sdo ainda aumentadas pela possibilidade
de a quitosana ser preparada em diferentes formas, tais como solu¢des de
viscosidade controlada, géis, filmes, microesferas e nanoparticulas!'®?%338,

14.6.1 Mecanismos de acdo da quitosana

Na industria alimenticia, a quitosana oferece um amplo espectro de pos-
siveis aplicagdes, como formagdo de revestimentos biodegradaveis, recupera-
¢ao de subprodutos, purificaciao de dgua, clarificacao de sucos, agao emulsi-
ficante de aromas e agente antioxidante e estabilizante, destacando-se a sua
eficacia na preservagao da qualidade microbioldgica do alimento. Industrial-
mente, no Brasil, a desacetilagdo da quitosana ainda nido esta padronizada,
acarretando a obten¢do de quitosana heterogénea em relaciao ao grau de
desacetilacdo e peso molar, o que dificulta a uniformiza¢ao no processo de
obtencdo dos géis e revestimentos?’.

A acdo antimicrobiana da quitosana se dd em relagio a uma grande
variedade de micro-organismos, como bactérias, fungos e algas, sendo que
o mecanismo dessa a¢dao ainda nio foi totalmente elucidado*’. Na litera-
tura sao encontrados varios mecanismos de acio, e alguns autores defendem
a protona¢do dos grupos aminicos da quitosana quando em contato com
fluidos fisiolégicos, com ligagdo aos grupos anionicos dos micro-organis-
mos e posterior aglutinacdo das células microbianas e efeito inibitério no
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Figura 14.6 Microscopia eletronica mostrando o efeito de diferentes doses de quitosana de alto e baixo peso molar nas hifas do fungo
patogénico Botrytis cinerea causador da podriddo cinzenta de frutos, em comparacto com o tratamento sem adicdo de quitosana (A)
em diferentes periodos de crescimento, em fungdo do tempo (0 a 96 horas) de avaliacdo (B, C, D, E, F). Material cedido pelo prof.
Marcos Antonio Lima (2014).

crescimento. Paralelamente, ha relatos sobre a interacdo entre a carga posi-
tiva da quitosana e a carga negativa da parede celular do micro-organismo,
ocasionando a ruptura da parede celular e a perda de importantes consti-
tuintes intracelulares, o que inviabiliza a vida microbiana®*s,

Podem ocorrer diferentes mecanismos de a¢do, de acordo com o peso
molar do polimero, uma vez que a quitosana de baixo peso molar é capaz
de penetrar nas células e se ligar ao DNA microbiano, inibindo a transcri-
¢ao e a tradugdo. Por outro lado, a quitosana de alto peso molar apresenta
acao de quelagdo, com ligagdo de metais essenciais na producdo de toxinas
e crescimento do micro-organismo?®.
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Essa a¢do é decorrente da habilidade da quitosana de produzir quelados
com fons metalicos, os quais agem como catalisador na reacdo da oxidagdo
lipidica. Por outro lado, devido a capacidade de quelacio com fons meta-
licos, a quitosana pode agir controlando o escurecimento enzimatico em
produtos vegetais, por quelacdo com o ion cobre presente no centro ativo da
polifenoloxidase, enzima responsavel por esse processo®?!.

14.6.2 Determinacao da concentracao inibitéria minima
(CIM) e concentracao fungicida minima (CFM)

A concentrag¢do inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida
minima (CFM) da quitosana podem ser determinadas através da técnica de
macrodiluicio em caldo Sabouraud (10 g de peptona, 20 g de dextrose, 1 L
de agua destilada, pH 5,6).

Inicialmente deve ser realizada a padroniza¢dao da suspensio dos espo-
ros fungicos (fungos filamentosos) em camara Neubauer. Primeiramente, o
fungo é crescido em placa de Petri contendo meio dagar Sabouraud a 28
°C, por 96 horas. Apds o periodo de incubagido, os esporos sdao coletados
com swab e suspensos em solu¢do salina 0,9%. A quantificacao dos espo-
ros por mililitro da solucido salina é determinada por contagem direta em
camara de Neubauer. A cimara e a laminula devem ser limpas previamente
com etanol (70%). Na sequéncia, com o auxilio de uma pipeta automa-
tica, uma aliquota de 100 pL da suspensdo de esporos é transferida para a
camara. A seguir, a camara é colocada sob o microscopio (objetiva de 40x)
com o qual sera realizada a contagem dos esporos. Sao contados todos os
esporos que estao dentro da drea do quadrado grande central, incluindo
aqueles que estdo sobre as linhas superiores e direitas do perimetro externo
do quadrado médio (Figura 14.7). Os esporos sobre as linhas inferiores e
esquerdas desse quadrado nio sdo incluidos na contagem. Apds a contagem,
a laminula é retirada e, juntamente com a camara, devem ser limpas com
etanol (70%), sendo esse protocolo realizado em duplicata e repetido para
as outras suspensoes.

Deve ser inoculada nos tubos de ensaio contendo meio de cultura e subs-
tancia teste uma suspensao fungica na concentracdo final de 106 esporos/mL,
passando por uma incubag¢do a 28°C e realizada por 96 horas. No final do
periodo de incubagdo, verifica-se qual tubo ndo apresentou crescimento fun-
gico visivel, o qual deve ser considerado como a CIM. A seguir, aliquotas dos
tubos com auséncia de crescimento, assim como do tubo controle (contendo
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Figura 14.7 Padronizacto de suspensdo espérica fingica por contagem direta em cimara de Neubauer.

s0 meio de cultura e o micro-organismo), devem ser inoculadas em placas
de Petri com meio dgar Sabouraud (10 g de peptona, 20 g de dextrose, 15
g de agar, 1 L de agua destilada, pH 5,6) sem quitosana e posteriormente
incubadas a 28 °C, por 96 horas, para ser determinada como CFM a menor
concentra¢do que nao viabilizou o crescimento da cepa teste em meio agar
Sabouraud sem quitosana, como exibido na Figura 14.8%.

14.6.3 Interferéncia da quitosana no
crescimento micelial radial fongico

A inibi¢do do crescimento micelial radial do patégeno deve ser deter-
minada usando a técnica do envenenamento do substrato de crescimento
(diluicao em meio s6lido). Uma aliquota (5 mm de didmetro da cultura com
10 dias de crescimento em 4gar Sabouraud a 28 °C deve ser colocada no
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Figura 14.8 Sequénciu de afividade de diluicdo e pluqueumento utilizando o método de macrodiluicGio em série para determinagdo das

centro de placas estéreis com meio dgar Sabouraud mais quitosana em dife-
rentes concentragoes (exemplo: 2,5 mg/mL; 5,0 mg/mL e 10,0 mg/mL), com
base nos resultados da CIM e da CFM.

O sistema deve ser incubado em estufa até que o controle atinja a borda
da placa de Petri. Em intervalos de incubacao (horas, geralmente 12/12 h
ou 24/24 h) sido feitas medicoes do crescimento radial da colonia fungica
(Figura 14.9). O controle mede o crescimento micelial radial sem adicio de
quitosana®®

Em trabalho realizado em projeto bilateral Brasil-Portugal (financiado
pela Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —
CAPES), na Universidade Catolica do Porto (no Porto, em Portugal), foi ava-
liada a inibicdo do crescimento micelial radial do fungo patogénico Botrytis
cinerea em fun¢dao do tempo de crescimento com aplicagdo de diferentes
doses de quitosana de alto e baixo peso molar. Houve efeito significativo
das doses aplicadas, e a taxa inibitoria mostrou-se diretamente relacionada
com a concentra¢do de quitosana, sendo a inibi¢ao do crescimento do fungo
patogénico mais elevada nas maiores concentragdes de quitosana durante
o periodo avaliado. A quitosana pode induzir marcantes alteracdes morfo-
l6gicas em hifas durante os diferentes estagios de desenvolvimento, o que
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Figura 14.9 Avaliagio do efeito da quitosana no crescimento de Botrytis cinerea em diferentes concentragdes e intervalos de tempo
(horas). Ensaio em laboratdrio realizado na Universidade Catélica do Porto (projeto bilateral Brasil—Portugal com financiamento da
CAPES. 0 trabalho foi apresentado na 12" International Conference of Chitin and Chitosan, realizado em Fortaleza em 2012. Em ensaio
conduzido para avaliar o crescimento radial do fungo filamentoso C. glogosporiodes foi observado que a quitosana na concentragio
2,5 mg/mL inibiu o crescimento do fungo em 44% apés 2 dias de crescimento, seguida por taxa inibitdria de 32%, 29% e 27%, apds
3, 4 ¢ 5 dias de crescimento, respectivamente. A concentracdo 5,0 mg/mL retardou o inicio do crescimento do fungo em 3 dias com
inibicto de 87%; apds o quinto dia a taxa foi reduzida para 84%; e, na concentracdo de 10 mg/mlL, o polimero inviabilizou o cresci-
mento do fungo por até 19 dics.

permite a sua utilizacdo tanto para prevenir a contaminag¢ao de alimentos
como no controle de infec¢des jd instaladas.

14.6.4 Prolongamento da vida de prateleira de alimentos

A utiliza¢dao de revestimento com quitosana pode ampliar a vida de pra-
teleira de frutos ao promover uma atmosfera modificada que altera o ar
circulante e interno, reduzindo os niveis de O,, aumentando os niveis de
CO,, retardando a perda de agua e retardando o aumento da atividade das
polifenoloxidase (PPO), com consequente redu¢ao do metabolismo vegetal e
retardo da senescéncia ao longo do armazenamento. O aumento da vida util
das frutas em temperaturas superiores as de refrigeracdo é desejavel, uma
vez que a quase totalidade dos frutos comercializados no Brasil, tanto no
atacado quanto no varejo, nao sao submetidos a temperaturas adequadas. A
conservagao nessas condi¢des pode facilitar o transporte a longas distancias
e ampliar o periodo de comercializagao'®.
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14.6.5 Preparo do gel de quitosana

Para uso em testes em alimentos a quitosana deve ser diluida em acido
acético 1%, ou também pode ser diluida no préprio suco da fruta a ser ava-
liada se este for acido, por exemplo, suco de acerola.

As dilui¢coes devem ser procedidas para obten¢do de solucdo inicial de
quitosana na concentragio de 20 mg/mL (diluir 2 g de quitosana em 100 mL
do 4cido). As solucdes de quitosana devem ter o pH ajustado para 5,5, com
hidréxido de s6dio a 4%, sob constante agitagdo.

A quitosana pode ser utilizada para revestimento de frutos, como cober-
tura comestivel. Apds preparo da solucdo de quitosana, que, dependendo
do peso molar do polimero, pode ficar como gel, o fruto é imerso ou a qui-
tosana € aspergida no fruto. A Figura 14.10 mostra o gel de quitosana e a
imersao de morangos no gel. Depois da imersao, o fruto é retirado do gel ou
solu¢do de quitosana e posto para secar. Esse procedimento pode ser reali-
zado mais de uma vez no mesmo fruto para proporcionar um recobrimento
mais espesso e uniforme.

Figura 14.10 Morangos imersos no gel de quitosana a 10 mg/ml (quitosana solubilizada em dcido acético 1%), por 3 minutos, secos
e verificada o perda de massa apds 15 dias de vida de prateleira sem quitosana (A) e recobertos com quitosana (B).

Em frutos armazenados em temperatura ambiente (25-28 °C), foi veri-
ficado que o revestimento com quitosana no oitavo dia de armazenamento
apresentou percentual de incidéncia de podridées dez vezes menor do que
sem revestimento, comprovando a a¢do antimicrobiana desse polimero. Ja
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em relagdo a cor da casca e polpa, esse mesmo revestimento é capaz de man-
ter a cor inicial dos frutos e a polpa mais firme que os demais tratamentos?2.
Redu¢do na mancha preta em laranja tratada com quitosana foi verificada
por Rappussi e colaboradores*® e Sharma e colaboradores*?. Essa ocorréncia
provavelmente é devida ao efeito germicida do polimero sobre o patdgeno,
bem como a indug¢do de resisténcia no tecido vegetal®3.

14.7 CONCLUSOES

A quitosana possui caracteristicas quimicas que possibilitam seu emprego
em vdrias areas de atuagdo, tais como agricultura, conserva¢ao de alimen-
tos, saude e prote¢ao ambiental. Para a utilizag¢do eficaz da quitosana, sdo
necessarios conhecimentos bdsicos e, principalmente, a realiza¢ao de andli-
ses para a real caracterizacido das diferentes formas de quitosana, que podem
apresentar varios graus de utilizacao de maneira efetiva, principalmente com
relagdo a forma de desacetilagdo e a forma de apresentag¢do (baixo, médio e
alto peso molar).

Com referéncia ao uso da quitosana na agricultura, o trabalho do nosso
grupo de pesquisa em Ciéncias dos Solos mostra uma forma bastante inte-
ressante para a producdo de fertilizante efetivo e de bioprotetor contra
doencas de plantas. O bioprotetor (PNPK) produzido com biofertilizante de
rochas mais Acidithiobacillus e material organico enriquecido com nitro-
génio por inocula¢io com bactéria diazotréfica e com quitosana fangica
pode ser usado como fonte de nutrientes para incrementar o crescimento e
produtividade das plantas, e, de forma direta, pode ser utilizado para prote-
¢ao contra fitopatogenos. Também € interessante observar que a quitosana
na forma nano apresenta grande potencial para uso como bioprotetor por
aplicagdo via foliar. O biofertilizante e bioprotetor com quitosana € alterna-
tiva viavel para substituir fertilizantes soltveis que promovem contaminagio
ambiental, além de poder ser utilizado como alternativa a uso de produtos
quimicos contra doencas fitopatogénicas.

14.8 CONSIDERACOES FINAIS

No presente capitulo, demonstramos a importancia da caracterizagdo e
da andlise quimica das diferentes quitosanas para a sua eficiente utilizagao
nas diferentes areas do conhecimento.
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Fica evidenciada a utilizagdo da quitosana fungica na produg¢do de
bioprotetor pela participacdo direta, sem o uso de processo quimico, ja que
o fungo possui quitosana na sua parede celular. A quitosana é entdo adi-
cionada ao biofertilizante produzido a partir de rochas e matéria organica
enriquecida em N por ac¢do de bactéria diazotroéfica.

O bioprotetor tem participacdo direta na nutrigdo das plantas, por sua
atuag¢ao com liberag¢dao gradual, que também pode promover protecdo
ambiental, tendo em vista que reduz a possibilidade de percolagdo de ele-
mentos nocivos para as camadas mais profundas do solo e para o lencol
freatico.

Também é interessante observar a possibilidade da utilizacio da qui-
tosana na forma de nanoparticulas, que tem potencial para aplicacao via
foliar, visando a defesa da planta contra patégenos.

Na industria de alimentos, a utilizagdo de gel de quitosana pode pro-
mover a inibi¢io de patégeno pos-colheita através da redugao do cresci-
mento micelial radial e de alterag¢bes ultraestruturais nas hifas e esporos. A
aplicagdao de cobertura com quitosana em frutos minimamente processados
promove a ocorréncia de parametros fisico-quimicos e microbiolégicos mais
uniformes ao longo da vida de prateleira.

Observa-se diferenga significativa em fun¢ao da temperatura de armaze-
namento e do peso molar da quitosana, que podem atuar de formas dife-
rentes em virtude do menor e maior peso molar do biopolimero. Portanto,
¢ demonstrado o potencial da quitosana como tecnologia alternativa de
conserva¢dao de alimentos em virtude da redugdo de alteragdes fisiologi-
cas, resultando em expansio da vida de prateleira de frutos minimamente
processados.

A aplicacido da quitosana como agente natural pode surgir como alterna-
tiva na minimiza¢ao dos danos decorrentes da resisténcia fungica aos agen-
tes classicamente empregados no controle do crescimento de fungos pato-
génicos em frutas e sucos. Esses fatos repercutem no nivel de abastecimento
do mercado nacional e internacional, no custo de produ¢ao, bem como na
qualidade e seguranca dos produtos da agroindustria.

A conduc¢do de pesquisa com quitosana subsidiard a disponibilidade de
informacdes cientificas correntemente escassas na area do estudo da poten-
cialidade antimicrobiana de produtos naturais de possivel uso em frutos e
sucos, com repercussdo na garantia da sanidade e qualidade da cadeia pro-
dutiva, inserida entre as necessidades do setor agropecudrio, para viabilizar
o incremento da sua competitividade nos mercados nacional e internacional.
Os estudos com quitosana também podem contribuir para a proteg¢do do
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meio ambiente, para a seguranga alimentar, para a saude publica e para o
desenvolvimento econdmico e social.

14.9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora seja dificil determinar a total magnitude da economia com a uti-
liza¢do de biofertilizantes naturais, estes sao amplamente reconhecidos na
agricultura, bem como nas significativas perdas pds-colheita devido a dete-
riora¢ao microbiana. As perdas pds-colheita variam bastante, mas é conhe-
cido que até 25% da produgao mundial de vegetais esta sujeita ao ataque de
micro-organismos em paises industrializados, enquanto em paises em desen-
volvimento esse dano é mais alto, podendo atingir até 50% da producio.

O uso de fertilizantes minerais soltiveis e de antimicrobianos no mundo
varia, embora estimativas apontem que anualmente milhoes de quilos desses
compostos sejam aplicados a frutas e vegetais, sendo geralmente aceitos e
difundidos pelos produtores. Contudo, os aspectos de polui¢ao ambiental,
efeitos sobre alimentos e efeitos colaterais em humanos sio os principais
fatores que tém restringido o uso de antimicrobianos quimicos no controle
de patdgenos pré e pos-colheita.

Os métodos bioldgicos constituem alternativas vidveis em relacdo aos
métodos quimicos tradicionais para producdo de fertilizantes e antimicro-
bianos, principalmente em fun¢do de ndo deixarem residuos toxicos, sendo
ecologicamente vidveis, normalmente seguros e poderem prover prote¢ao
por um longo prazo para a cultura, com redugdo substancial na contamina-
¢ao ambiental.

Espera-se que a aplicagdo da quitosana como protetor de doengas de
plantas e antifingico natural promova aumento na qualidade dos frutos e
dos sucos e venha a atender a atual demanda do mercado consumidor por
alimentos submetidos a um minimo de processamento e livres da incorpora-
¢do de agentes quimicos.

Assim, podemos considerar a ampla importancia e real viabilidade do
uso da quitosana, assim como as perspectivas para producdo e utilizagdo
dos resultados dos trabalhos de pesquisa, que, com certeza, serdo usados
de forma direta pelas industrias relacionadas com a produgdo e comercia-
lizagdo dos produtos agricolas. Esse fato deverd ser de grande importancia
para a sociedade brasileira, inclusive em fun¢do das patentes que ja foram
apresentadas atualmente pela Universidade Federal de Pernambuco e pela
Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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