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RESUMO

Quitina (B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina) € um polimero linear, com estrutura cristalina
organizada em microfibrilas, podendo ser encontrado abundantemente na natureza.
Quitosana (B-(1-4)- D-glucosamina) é um polimero amorfo, derivado da quitina pelo
processo de desacetilacédo, e glicosamina, € um mondémero obtido por hidrélise acida da
quitina ou quitosana. A quitosana e glicosamina vém sendo comercializadas a partir de
crustaceos, contudo, podem apresentar problemas aos consumidores, devido ao seu
elevado potencial alérgico. Neste sentido, estudos foram realizados para obtencdo de
quitina, quitosana e glicosamina, a partir de diferentes fungos pertencentes a ordem
Mucorales, isolados do solo do semi-arido de Pernambuco, Brasil. Inicialmente, foi
realizada a selecdo das estirpes com maior producdo de biomassa em meio sintético GP
(Glicose/Peptona) otimizado. O processo de extracao foi conduzido pelo tratamento alcali-
acido e hidrélise acida, respectivamente para obtencéo de quitina, quitosana e glicosamina.
Os resultados obtidos demonstraram que o meio GP, Cunninghamella elegans UCP 1306
produziu a maior quantidade de biomassa (12 g/L), enquanto que Syncephalastrum
racemosum UCP 1302 produziu a maior quantidade de quitina (176,9 mg/g) e C.
phaeospora UCP 1303 produziu a maior quantidade de quitosana (112,8 mg/g). A maior
producéo de glicosamina foi de 70,44% para C. elegans UCP 1306. Os fungos selecionados
foram estudados quanto a producdo de quitina, quitosana e glicosamina, em meio
formulado com substratos provenientes da agroindustria, como fontes renovaveis e de
baixo custo. Os resultados com a producdo de quitosana e glicosamina em meios
formulados com fontes renovaveis demonstraram que C. elegans UCP 1306 produziu a
maior quantidade de biomassa (6,76 g/L) e rendimento de glicosamina (60,03%) no meio
formulado com milhocina e mel. A maior quantidade de quitosana (218,6 mg/g) foi obtida
no meio suplementado com milhocina e aminoacidos. Todas as amostras de quitina e
guitosana foram submetidas a analise por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) para determinacdo do Grau de Desacetilacdo (GD). Os
resultados obtidos com a producdo de quitina, quitosana e glicosamina por via
microbioldgica sugerem a utilizacdo de substratos renovaveis, possibilitando um processo
biotecnoldgico sustentavel das biomoléculas de elevado potencial para aplicacdo nas areas

farmacéutica e biomédica.

Palavras-chave: Glicosamina. Quitosana. Quitina. Biopolimeros. Mucorales.



ABSTRACT

Chitin (B- (1-4) -N-acetyl-D-glucosamine) is a linear polymer with crystal structure organized
in microfibrils and can be found abundantly in nature. Chitosan (B- (1-4) - D-glucosamine) is
an amorphous polymer derived from chitin by the deacetylation process, and glucosamine
is a monomer obtained by acid hydrolysis of chitin or chitosan. Chitosan and glucosamine
are being marketed from crustaceans, however, may present problems to consumers due
to their high allergic potential. In this sense, studies were performed to obtain chitin, chitosan
and glucosamine, from different fungi belonging to the Mucoralean order, isolated from the
semi-arid Pernambuco soil, Brazil. Initially, the strains selection with higher biomass
production in optimized GP (Glucose/Peptone) medium was performed. The extraction
process was conducted by alkali-acid treatment and acid hydrolysis, respectively to obtain
chitin, chitosan and glucosamine. The results showed that in GP medium, Cunninghamella
elegans UCP 1306 produced the highest amount of biomass (12 g/L), while
Syncephalastrum racemosum UCP 1302 produced the highest amount of chitin (176.9
mg/g) and C. phaeospora. UCP 1303 produced the largest amount of chitosan (112.8 mg/g).
The highest glucosamine production was 70.44% for C. elegans UCP 1306. The selected
fungi was studied for chitin, chitosan and glucosamine production, in medium formulated
with agroindustrial substrates as renewable and low cost sources. Results with chitosan and
glucosamine production in media formulated with renewable sources showed that C.
elegans UCP 1306 produced the highest amount of biomass (6.76 g/L) and glucosamine
yield (60.03%) in medium formulated with corn steep liquor and honey as renewable
sources. The highest amount of chitosan (218.6 mg/g) was obtained in the medium
supplemented with corn steep liquor and amino acids. All chitin and chitosan samples were
subjected to Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis to determine the
Degree of Deacetylation (DD). The results obtained with microbiological production of chitin,
chitosan and glucosamine suggest the use of renewable substrates, enabling a sustainable
biotechnological process of high potential biomolecules for application in the pharmaceutical

and biomedical areas.

Keywords: Glucosamine, Chitosan, Chitin, Biopolimers, Mucoralean
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1. INTRODUCAO

A quitina € um polimero linear, natural e insollvel, que apresenta predominancia da
unidade monomérica (B-1,4-N-acetil-D-glicosamina), estando presente na carapaca de
alguns invertebrados como alfa-quitina ou beta-quitina, e na parede celular de fungos como
gama-quitina (ABDEL-GAWAD et al., 2017; STAMFORD et al., 2012). A quitosana € um
polissacarideo natural, composto por predominancia da unidade beta (1-4)-D-glicosamina,
originada da desacetilacdo da quitina (ABDEL-GAWAD et al., 2017; BATISTA; SOUZA
NETO; PAIVA, 2018; BERGUER et al., 2014, 2016). Esse biopolimero apresenta
propriedades peculiares, podendo ser empregado com sucesso ha remogao e recuperacao
de diferentes residuos, na biotransformacao de pesticidas, na degradacdo de corantes,
aminoécidos e proteinas. A quitosana pode ainda ser utilizada como clareadora de sucos e
na producdo de filmes biodegradaveis para fabricacdo de embalagens e cosméticos
(ABDEL-GAWAD et al., 2017; BATISTA; SOUZA NETO; PAIVA, 2018; BERGUER et al.,
2016; CHANG et al., 2019; DARWESH et al., 2018; MEDINA et al., 2019).

A glicosamina (GIcN, 2-amino-2-deoxy-D-glicose) e sua forma acetilada (GIcNAc, 2-
acetamido-2-deoxy-D-glicose) podem ser obtidos a partir da hidrélise acida da quitina ou
guitosana e estdo envolvidos na formacdo de tecido cartilaginoso em animais, sendo
precursores de dissacarideos como glicosaminoglicanos (GUENICHE; CASTIEL-
HIGOUNENC, 2017; PATIL; JADHAV, 2014; ROYAL CANIN, 2019). Devido a elevada
concentracdo de glicosamina nos tecidos articulares, os suplementos de glicosamina
podem atuar sobre doencas degenerativas inflamatoria das articulacdes; auxiliar na
manutencao estrutural do tecido conjuntivo, agir como estabilizadores de membrana;
diminuir a geracdo de radicais superoxidos e inibir enzimas lisossémicas através da
estimulacdo da biossintese de peptideoglicanos (BRUYERE; ALTMAN; REGINSTER,
2016; GUENICHE; CASTIEL-HIGOUNENC, 2017; KHWALDIA, 2019; Ll et al., 2018; WENZ
et al., 2017).

Para suprir esse mercado biomédico, as quitosanas e glicosaminas comercialmente
vendidas tém sido produzidas a partir da biomassa de crustaceos. Contudo, a producéo por
via crustdcea demanda certos cuidados como manutencdo de estuéarios, sofre com a
influéncia da sazonalidade e o processo de extracdo por acidos fortes tem como
consequéncia a formacao de residuos quimicos (ABDEL-GAWAD et al., 2017; OMIDVAR,
KARIMI; MOHAMMADI, 2016; SOLTANI; KARIMI; ZAMANI, 2017; TASAR et al., 2016;).
Além desses fatores, um dos problemas mais criticos trata-se da alergia a crustaceos, que

tem o camardao como uma das principais causas de alergia alimentar no mundo, geralmente
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associada a proteina tropomiosina. Dentre os sintomas mais comuns das reacdes alérgicas
0S mais recorrentes sdo a dermatite atdpica e condi¢ges respiratorias agudas (CHAN et al.,
2014; LIN et al., 2018; PASCAL; KAMATH; FABER, 2018; ZHANG et al., 2014).

Neste sentido, a investigacdo da producdo microbiolégica vem crescendo e a
biomassa fungica se tornou uma alternativa favoravel e atraente, uma vez que o0 processo
produtivo pode ser viabilizado através da utilizacdo de substratos alternativos como matéria
prima. Os micro-organismos em geral apresentam a versatilidade de crescer em diferentes
substratos e residuos e rejeitos podem ser re-aproveitados para essa finalidade, tornando
0 processo biotecnoldgico mais sustentavel ecologicamente (ABDEL-GAWAD et al., 2017;
BATISTA; SOUZA NETO; PAIVA, 2018; MAKKAR et al.,, 2011; SOLTANI; KARIMI;
ZAMANI, 2017; ZININGA et al., 2019).

Dessa forma, a presente tese teve por objetivo produzir e caracterizar quitina,
guitosana e glicosamina a partir de fungos filamentosos pertencentes a ordem Mucorales

empregando substratos agroindustriais renovaveis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Produzir e caracterizar quitina, quitosana e glicosamina através da bioconversdo de
substratos agroindustriais por fungos filamentosos pertencentes a ordem Mucorales,

isolados da regido semi-arida do estado de Pernambuco, Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar os fungos com maior producéo de biomassa, quitina, quitosana e glicosamina
em cultivo submerso utilizando meio sintético;

e Investigar a conversdo dos substratos agroindustriais renovaveis na producdo de
biomassa, quitina, quitosana e glicosamina pelos fungos previamente selecionados;

e Realizar a otimizacdo da producdo de quitosana empregando ferramenta estatistica, a
partir do fungo selecionado como maior produtor de quitosana,;

e Extrair, purificar e realizar a caracterizacao fisicoquimica e biologica dos bioprodutos;

e Avaliar estatisticamente os resultados obtidos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fungos filamentosos

Os fungos sdo um grupo de seres eucaridticos que atuam como principais
precurssores do ecossistema no ciclo do carbono, apresentam importante funcdo na
biodegradacéo de materiais lignoceluldsicos, tendo os representantes dos filos Ascomycota
e Basidiomycota como degradadores desses compostos complexos, através da producdo
de enzimas lignolitcas (CVANCAROVA et al.,, 2015; DURAN, 2010; ESPOSITO;
AZEVEDO, 2010; FERRAZ, 2010; MCLAUGHLIN; SPATAFORA 2014). Esses micro-
organismos sao também explorados na producédo de enzimas hidroliticas, como hidrolases,
proteases e amilases (ANGELO, 2010; BERNARDES et al., 2014; SIVAKUMAR, 2014) e
de pigmentos, como carotenoides e quinonas (DURAN; TEXEIRA; ESPOSITO, 2010;
KANZY et al., 2015; ROUKAS, 2015). Na indastria de alimentos, os fungos apresentam
importancia no processamento de alimentos e bebidas através de enzimas hidroliticas e
fermentacao latica. Outro papel fundamental da utilizacéo de fungos na industria alimenticia
€ a producdao de queijos do tipo Blue Cheese (Roquefort, Gorgonzola e Stilton), Camembert
e Brie (DIEZHANDINO et al., 2015; PASTORE; MACEDO, 2010).

3.1.1. Filo Mucoromycota e ordem Mucorales

Recentes avancos na biologia molecular permitiram que micro-organismos fossem
estudados mais detalhadamente, a ponto de alguns autores sugerirem mudancas na
classificagdo taxondmica do reino Fungi. Tais revisdes foram realizadas partindo da
filogenia, em que foi comprovada a polifilia do filo Zygomycota, cuja espécies foram
classificadas e divididas em quatro subfilos: Mucoromycotina, Kickxellomycotina,
Zoopagomycotina e Entomophthoromycotina (HIBBETT et al.,, 2007; IWEN; THAPA;
BASTOLA, 2015; JAMES et al., 2006). Posteriormente, o filo Mucoromycota foi revalidado
para acomodar Glomeromycotina, Mortierellomycotina e Mucoromycotina e o filo
Zoopagomycota  foi  estabelecido para acomodar Entomophthoromycotina,
Kickxellomycotina e Zoopagomycotina (SPATAFORA et al., 2016). Tedersoo et al., (2018)
realizaram analises moleculares para estimar as divergéncias e relacdes filogenéticas
dentro do reino Fungi e propuseram nove sub-reinos, entre eles o Mucoromyceta, mantendo

Mucoromycota como filo ja estabelecido por Doweld, (2001).
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As espécies do filo Mucoromycota distingue-se dos demais por seus organismos
apresentarem producdo de um esporo de resisténcia de origem sexuada, denominado de
zigbésporo. Quanto a nutricdo, muitas espécies podem ser saprébios (Absidia sp.,
Umbelopsis sp.), parasitas facultativas (Rhizopus stolonifer, Lichtheimia corymbifera),
predadoras (Zoophagus sp.) e simbiontes, formadoras de ectomicorrizas e endomicorrizas.
Apresentam micélio cenocitico e septado, algumas podendo apresentar dimorfismo. A
parede celular é composta principalmente por quitina fibrilar, quitosana e acido
poliglucurénico. Quanto a reproducao, ocorre a diferenciacdo de hifas especializadas em
esporangioforos que originam em suas extremidades uma estrutura denominada
esporangio. No interior do esporangio, originam-se inimeros esporos denominados
esporangidsporos. Entretanto, quando produzidos em menor nimero, 0S esporangios
recebem o nome de esporangiolos (BENNY et al., 2014, 2016; LEITE, 2010; MORIN-
SARDIN, 2017).

A ordem Mucorales compreende taxons de géneros de grande interesse econdmico:
Absidia, Lichtheimia, Cunninghamella, Syncephalastrum, Rhizopus, Mucor e Backusella,
gue sdo utilizados pelas industrias por sintetizarem produtos industriais importantes como
acidos, etanol e enzimas. Também sdo conhecidos por degradarem moléculas de
estruturas mais simples, como glicose e sacarose, apresentando micélio denso e
compiscuo. Desta forma, o potencial biotecnoldgico dos fungos filamentosos vem sendo
explorado visando melhoria dos processos produtivos, destacando-se M. circinelloides, A.
cylindrospora, L. corymbifera, R. arrhizus, S. racemosum e C. elegans, como principais
representantes quando se trata de producao enziméatica e sintese de biopolimeros, além de
acdo como biotransformadores e bioadsorventes, devido as caracteristicas quimicas de
suas paredes celulares (ABDEL-GAWAD et al., 2017; ANDRADE SILVA et al., 2014;
BERGUER et al., 2014, 2018; MORIN-SARDIN, 2017; OMIDVAR; KARIMI; MOHAMMADI,
2016; SILVA et al.,, 2016; SOLTANI; KARIMI; ZAMANI, 2017; VASCONCELOS et al.,
2013;).

3.1.1.1 Cunninghamella (Matr.)

Cunninghamella é um dos seis géneros de Cunninghamellaceae (Mucorales),
estabelecido por Matruchot em 1903 (ZHENG; CHEN, 2001). A maioria dos espécimes sao
saprébios encontrados em varias regiées do mundo, principalmente em solo, material
vegetal, grdos armazenados e outros materiais organicos (ALVES et al., 2017; ASHA,
VIDYAVATHI, 2009, YU et al., 2014).
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Cunninghamella atualmente abrange 15 espécies: C. bertholletiae, C. bigelovii, C.
binariae, C. blakesleeana, C. clavata, C. echinulata, C. elegans, C. gigacellularis, C.
homothallica, C. intermedia, C. multiverticillata, C. phaeospora, C. polymorpha, C. septata
e C. vesiculosa (INDEX FUNGORUM, 2017; UNIPROT CONSORTIUM, 2017; ZHENG,
CHEN, 2001). As espécies mais comuns sao a C. bertholletiae, C. elegans e C. echinulata,
sendo a primeira a espécie mais relatada em casos de patologia humana, afetando
geralmente individuos imunocomprometidos (BHANDARY et al., 2014; WEITZMAN et al.,
1980).

As colénias de Cunninghamella apresentam crescimento rapido, aspecto
algodonoso e coloracao variando entre o0 branco e o cinza. Cunninghamella elegans e C.
bertholletiae produzem colénias cinzas (Figura 1a), porém a C. bertholletiae cresce em até
45°C, enquanto C. elegans ndo cresce em temperaturas elevadas. Quanto a morfologia, os
espécimes pertencentes ao género produzem esporangiéforos eretos, ramificados e na
extremidade de cada ramificacdo, formam-se vesiculas geralmente piriformes ou globosas
com diversos esporangiolos pedicelados (Figura 1b), com apenas um esporo cada (ALVES
et al., 2017; ZHENG; CHEN, 2001). O micélio, quando jovem, ndo exibe septo. A septacdo
estd associada ao amadurecimento da cultura (ALEXOPQOULOS et al., 1996; ESPOSITO;
AZEVEDO, 2010; ZHENG, CHEN, 2001).

Espécies deste género, em particular C. elegans, C. blakesleeana e C. echinulata,
tém sido empregadas extensivamente na transformacao de drogas e xenobibticos através
das vias oxidativas e conjugativas. Dentre os exemplos citados estdo a degradagédo de
hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA) fenantreno, fluoranteno, glutationa-S-transferase,
aril sulfotransferase, UDP-glucosil e transferase-glucuronosil (AHMAD et al.,, 2014;
BAYDOUN et al., 2017; BOLL et al., 2015; DUBE; KUMAR, 2017; MURPHY, 2015; PISKA
et al., 2016; SIDDIQUI et al., 2018; YANG et al., 2013; ZAWADZKA et al., 2018).

Figura 1 — Cunninghamella elegans UCP/WFCC 0542: A — colénia em meio agar Sabouraud. B -

esporoéforos com vesicula terminal com esporangiolos uniesporados. 400x

Fonte: Autoria propria, 2015.
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As aplicacbes mais recentes desse género na biotecnologia incluem a producéo de
biossurfactantes (ANDRADE et al., 2018; ANDRADE SILVA et al., 2014; LINS et al., 2016;
SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2018), biossor¢cao de corantes e metais pesados (ALVES
et al., 2015; HUSSAIN, et al., 2017; LIMA et al., 2013; NAYAK, 2018; TIGINI et al., 2012;),
producdo de quitina e quitosana (AMBROSIO et al., 2013; BERGUER et al., 2014, 20186,
2018; GHARIEB et al., 2015; SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2013),
enzimas (SOUZA et al., 2016), lipideos e biocombustiveis (AL-HAWASH et al., 2017;
BERNAT et al., 2014; DASHTI et al., 2015; Ll et al., 2019; SHUIB et al., 2018; SUKRUTHA,;
JANAKIRAMAN, 2014).

3.1.1.2 Rhizopus (Ehrenb.)

Rhizopus pertence a familia Rhizopodaceae (Mucorales) e inclui espécimes
saprobios, comumente isolados do solo, de excrementos de animais, frutos, vegetais e
alimentos em decomposi¢do (SANTIAGO et al., 2013) embora alguns espécimes deste
género posam atuar como fitopatégenos (KWON et al., 2001).

As colbnias de Rhizopus séo inicialmente brancas, porém algumas tornam-se
escuras com a esporulacdo (ZHENG et al., 2007). Assim como outros géneros do filo
Mucoromycota, Rhizopus apresenta micélio cenocitico, mas diferencia-se pela formacéo de
rizéides crescendo frequentemente opostos ao esporangiéforo (PITT; HOCKING, 2009;
ZHENG et al., 2007). Esporangi6foros, rizéides e estoldes comumente sdo marrons. A
apofise é sempre presente, visivel ou pouco evidente. O esporangio € geralmente globoso
ou sub-globoso de coloracéo castanha, podendo sofrer deliquescéncia ou quebrar em agua,
deixando ou ndo um colarete. Os esporangiosporos sdo unicelulares, de textura lisa ou
estriada de variaveis formas e tamanhos (ABE; ASANO; SONE, 2010; DOLATABADI et al.,
2014; RIBES et al., 2000, ZHENG et al., 2007). Atualmente, existem 34 espécies de
Rhizopus, sendo elas: Rhizopus acidus, R. americanus, R. apiculatus, R. arrhizus, R.
bankul, R. caespitosus, R. candidus, R. circinans, R. cuprea, R. echinatus, R. elaeospora,
R. equinus, R. fructicola, R. hallerianus, R. homothallicus, R. intermedius, R. koreanus, R.
lendneri, R. lutescens, R. lyococcus, R. megasporus, R. microsporus, R. minimus, R.
necans, R. niger, R. niveus, R. olivacellus, R. pestis-bovinae, R. rachidis, R. reflexoides, R.
schipperae, R. sexualis, R. speciosus, R. stolonifer, R. subtilis e R. tamari (Index Fungorum,

2019) Entretanto, as ocorréncias mais comuns em depdsito de banco de culturas pelo
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mundo séo as de R. arrhizus, R. microsporus e R. stolonifer, de acordo com Gryganskyi et
al., (2018).

As espécies pertencentes ao género Rhizopus vém sendo utilizadas desde a
antiguidade na obtencdo de condimentos e alimentos, salientando a grande importancia
econdmica desses micro-organismos, apesar de alguns serem conhecidos como grandes
patdgenos oportunistas (DOLATABADI et al., 2014; LONDONO-HERNANDEZ et al., 2017).
Dentre as recentes aplicacdes desses micro-organismos, esta citada na literatura a
producdo de pectinase (STRINSKA et al., 2017), lipase (MARTINEZ-RUIZ, 2018; ZHENG
et al., 2017); dos acidos fumarico e malico (DENG; AITA, 2018; LIU et al., 2017), quitosana
(BERGER et al., 2014, 2018; GACHHI; HUNGUND, 2018; PAIVA; NETO; BATISTA, 2017;
TASAR; ERDAL; TASKIN, 2016; YANG et al., 2017), biossurfactante (PELE et al, 2018,
2019) e aplicacao em ensaios de biossorcao (KISHOR et al., 2017; KODAL; AKSU, 2017;
SALVI; CHATTOPADHYAY, 2017).

3.1.1.3 Syncephalastrum (Schrot.)

Syncephalastrum pertence a familia Syncephalastraceae (Mucorales). Os
espécimes desse género sao caracterizados por produzirem esporangiosporos
encontrados linearmente em “sacos” cilindricos (merosporangios) suportados em espiculas
em torno da vesicula (BENJAMIN, 1959; MISRA et al., 2016). Duas espécies de
Syncephalastrum sdo conhecidas, S. racemosum, com merosporangios multisporados,
(BENJAMIN, 1959) e S. monosporum, com merosporangios com apenas um esporo
(ZHENG et al., 1988).

A coldnia de S. racemosum cresce rapidamente a 21°C, apresentando coloragéo
branca a cinza clara. Os esporangiéforos surgem diretamente das hifas vegetativas, sendo
eretos, ascendentes ou recostados, muitas vezes crescendo a partir de estoldes e
produzindo rizoides adventicios; as vesiculas, na maturidade, sdo geralmente subtendidas
por septos simples. Numerosos septos também se formaram em intervalos irregulares nos
esporéforos. Os merosporangios contém normalmente uma Unica fileira de 3-18
esporangiosporos de forma esférica a cilindrica e sdo dispostas em cadeia (BENJAMIN,
1959; MISRA et al., 2016; PITT; HOCKING, 2009).
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Figura 2 — Syncephalastrum racemosum UCP/WFCC 1302: esporangioforo com

merosporangios multiesporados. 400x

Fonte: Autoria prépria, 2017

Espécimes de Syncephalastrum séo geralmente isolados de solo, fezes de
herbivoros e de frutas (DE SOUZA et al., 2017; LIMA et al., 2016; MISRA et al., 2016; PITT;
HOCKING, 2009;). Ha relatos de micoses oportunistas, micoses subcutaneas e
onicomicoses em humanos causadas por S. racemosum (AMATYA et al., 2010;
MANGARAJ et al., 2014; PAVLOVIC; BULAJIC, 2006; RODRIGUEZ-GUTIERREZ et al.,
2015).

Dentre as mais recentes aplicacdes relatadas na literatura estdo: producdo de
exopolissacarideos (VALEPYN et al., 2014); producao de quitina e quitosana (BATISTA et
al., 2013; BERGER et al., 2018; LEITE et al., 2015) e enzimas (ARAUJO; SILVA MARTINS,
2018; PATIL; BUTLE, 2014; FREITAS et al., 2014, 2015). Foram reportadas aplicacdes de
S. racemosum no controle biolégico e em testes de biocatélise e biotransformacédo
(BRENNA et al., 2015; FENG et al., 2015; FU et al., 2013; HIRANO et al., 2016; HUANG et
al., 2014, 2016; SANTOS et al., 2018), além da producdo de biodiesel (TAKAHASHI;
DURAN; PEREIRA, 2019).

3.2. QUITINA E QUITOSANA

A quitina € um polimero linear, natural e insoltvel, que apresenta predominancia da
unidade monomeérica (B-1,4-N-acetil-D-glicosamina) estando presente na carapaca de
alguns invertebrados como alfa-quitina ou beta-quitina e na parede celular de fungos como
gama-quitina (ABDEL-GAWAD et al., 2017; BATISTA; SOUZA NETO; PAIVA, 2018;
STAMFORD et al., 2012). Por terem estruturas semelhantes (Figura 03), a quitina e a

celulose desempenham funcdes parecidas, servindo principalmente como componentes
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estruturais da célula: enquanto a quitina compfe a parede celular de fungos e o
exoesqueleto de artrépodes, a celulose esti presente na parede celular dos vegetais e
ambos os polimeros conferem o carater de rigidez dessas estruturas (ABDEL-GAWAD et
al., 2017; ALEXOPOULOS et al., 1996; ANASTOPOULOS et al., 2017; SCHOI; NAM; NAH,
2016).

Figura 3 — Estrutura quimica da quitina e celulose
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Fonte: RESEARCHGATE. Acesso em: 07/02/2019

Dessa forma, a quitina € um polimero insolivel em meio aquoso e na maioria dos
solventes organicos, e que apresenta baixa reatividade quimica, limitando a sua aplicacéao
biotecnoldgica (BATISTA; SOUZA NETO; PAIVA, 2018; LARANJEIRA, FAVERE, 2009;
MUZZARELLI, 1973).

A quitosana (figura 4) € um polissacarideo natural composto por predominancia da
unidade beta (1-4)-D-glicosamina, originada da desacetilacdo da quitina. E soltvel em meio
acido (pH <5,5) devido a presenca de grupos amino livres ao longo da cadeia do polimero.
A quitosana pode se apresentar com diferentes graus de desacetilacdo, a depender da
guantidade de grupos acetil que foram removidos da molécula quitina (ABDEL-GAWAD et
al., 2017; BERGUER et al.,, 2014, 2016; BATISTA; SOUZA NETO; PAIVA, 2018;
CARDOSO et al., 2012; LATHA; SURESH, 2013; SANTOS et al., 2013).

Figura 4 — Estrutura quimica da quitosana (a) e quitina (b)
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Fonte: KYZAS, BIKIARIS, (2015).



26

Estes biopolimeros estdo amplamente distribuidos no mundo, podendo ser
encontrados na parede celular de fungos, principalmente nos organismos pertencentes a
ordem Mucorales, no exoesqueleto de insetos, em conchas de crustaceos e outros
invertebrados. Também faz parte da estrutura de polissacarideos heterogéneos como
mureina e acido haluronico. A quitosana poder ser obtida a partir da quitina, por meio da
desacetilagdo em meio alcalino (ANASTOPOULOS et al., 2017; BERGER et al., 2018;
CHEN; SHEN; LIU, 2010; GUENICHE; CASTIEL-HIGOUNENC, 2017; STAMFORD et al.,
2012; ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015; ZININGA et al., 2019).

3.2.1. Aplicacbes biotecnoldgicas da quitina e quitosana

A quitina e a quitosana apresentam propriedades peculiares, podendo ser utilizadas
com sucesso em uma grande variedade de aplicacbes, tais como na remocdo e
recuperacao de diferentes residuos, na biotransformacao de pesticidas, na degradacao de
corantes, aminoacidos e proteinas. A quitosana pode ainda ser utilizada como clareador
em sucos e na producdo de filmes biodegradaveis para fabricacdo de embalagens e
cosmeéticos (ABDEL-GAWAD et al., 2017; ALJAWISH et al., 2015; BARIKANI et al., 2014;
BATISTA; SOUZA NETO; PAIVA, 2018; BERGUER et al., 2016; CARDOSO et al., 2012;
CHANG et al., 2019; DARWESH et al., 2018; SANTOS et al., 2013; LATHA; SURESH,
2013; MEDINA et al., 2019). A tabela 1 mostra as principais aplicacdes biotecnoldgicas da

guitosana.
Tabela 1 — Aplicacbes comerciais de quitosana
Principais aplicacdes de quitosana
Campo Aplicacao
Agricultura Formulacédo de bactericida e fungicida
Indastria alimenticia Formacéo de filmes biodegradaveis, preservacéo
dos alimentos contra micro-organismos, desacidificacao
de sucos de fruta, clarificador
IndUstria de Fungicida, dissolucéo de acidos organicos
cosmeéticos
Medicina Imunologia, hemostasia e cicatrizagéo de feridas,

regeneracao de tecidos, regeneracao neural, controle de
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colesterol do sangue, antioxidante, atividade

antimicrobiana

Ambiental Remocéo de metais pesados e outros poluentes
Engenharias Capacitor e eletrolitos, bio-nanotecnologia, terapia
génica

Fonte: ABDEL-GAWAD et al., (2017); ALJAWISH et al., (2015); BARIKANI et al., (2014);
BERGUER et al., (2016, 2018); CHANG et al., (2019); KHOUSHAB, YAMABHAI (2010).

Dentre as diversas aplicacdes ja mencionadas, existe uma crescente busca por
agentes com atividades antimicrobianas. Neste contexto, as quitosanas apresentam grande
vantagem por apresentarem grande potencial como agentes antimicrobiano contra micro-
organismos resistentes (BATISTA; SOUZA NETO; PAIVA, 2018). Alguns pesquisadores
relataram a elucidacdo de mecanismos envolvendo a agcao antimicrobiana por quitosanas:
1 — Formacéao de complexos polieletroliticos devido as cargas positivas presentes na cadeia
do grupo amina, que se ligam seletivamente a superficie celular dos microorganismos,
alterando sua atividade, permeabilidade da membrana e reducdo dos componentes,
resultando na inibicdo ou morte celular;

2 — A quitosana pode agir como um agente quelante, ligando-se aos ions necessarios para
o funcionamento de certas enzimas;

3 — A guitosana, quando apresenta baixo peso molecular, pode se inserir no nucleo da
célula microbiana, interagindo com o DNA e interferindo nas atividades do RNA
mensageiro, consequentemente, afetando a sintese de proteinas (MARTINEZ-CAMACHO
et al., 2010; MOUSSA; TAYEL; AL-TURKI, 2013; TAYEL et al., 2014; YU et al., 2012).

Em estudos recentes conduzidos por Berger et al., (2018), a quitosana obtida de C.
elegans em meio formulado com milhocina e suco de maméao foi capaz de inibir
satisfatoriamente o crescimento de cepas fitopatdgenas de Colletotrichum. Chang et al.,
(2019) utilizaram a quitosana fangica de Auricularia sp. e conseguiram inibir o crescimento
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Estudos e avancos, como os relatados por
Berger et al., (2018) e Chang et al., (2019), sdo importantes para a comunidade cientifica,
visto que ambos comprovaram que quitosanas de origem fungica séo tao eficazes quanto

as de origem crustacea.
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3.3. GLICOSAMINA

Glicosamina e sua forma acetilada N-acetilglicosamina (Figura 05), sao
monossacarideos derivados da glicose que correspondem a unidade monomeérica dos
polimeros quitina (GIcNAc, 2-acetamido-2-deoxy-D-glicose) e quitosana (GIcN, 2-amino-2-

deoxy-D-glicose).

Figura 5 — Estruturas quimicas de glicosamina e acetil-glicosamina através da hidrélise da
quitina.
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Fonte: SITANGGANG, SOPHIA, WU., 2012.

As principais formas de obtencgéo de glicosamina séo através de hidrélise enziméatica
ou acida de quitina ou quitosana (ZHANG; YAN, 2017). A glicosamina apresenta-se sob a
forma de um pd branco adocicado que pode derreter em temperaturas acima de 221 °C e
solubilizar-se em 25% em agua e 1% em solu¢Bes aquosas, sendo sua formula molecular
CsH1sNOs e seu peso molecular 221,21 g/mol (CHEN; SHEN; LIU, 2010).

A glicosmina (GIcN) e seus derivados vém sendo utilizados como suplemento
alimentar e desenvolvimento terapéutico para humanos e animais (ROYAL CANIN, 2019).
Um exemplo é a condroitina, um glicosaminoglicano que, em combinacdo com glicosamina,
€ utilizado no tratamento de doencas reumaticas como osteoartrite, estimulando a
regeneracdo da cartilagem, formacdo das superficies articulares, tais como tenddes,
ligamentos, fluidos sinoviais, pele, 0sso, unhas, valvulas do coracdo, vasos sanguineos e
secre¢fes mucosas dentro dos sistemas digestivo, respiratorio e urinario (KHWALDIA,
2019; SOUSA; CLEYMAND; MANO, 2016). A glicosamina é também importante na
estrutura das articulagcdes no esqueleto e € encontrado em alguns glicosaminoglicanos
(GAG) e proteoglicanos da matriz da cartilagem, que formam uma camada de
amortecimento nas extremidades dos 0ssos. Estima-se que mais de 75% das pessoas
acima de 65 anos apresentem osteoartrose em uma ou mais articulagbes (CHANG et al.,
2011; IGARASHI et al., 2011). Estudos americanos mostram que 12,1% dos individuos
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acima de 25 anos apresentam sinais e sintomas clinicos de osteoartrite e que entre 3% e
6% dos individuos acima dos 30 anos apresentam sintomatologia de osteoartrose nos
joelnos e quadris, respectivamente (BRUYERE; ALTMAN; REGINSTER, 2016;
GUENICHE; CASTIEL-HIGOUNENC, 2017; LOPES JUNIOR; INACIO, 2013; WENZ et al.,
2017).

Recentemente, a glicosamina vem se destacando devido a rapida absorcéo, pois
apresenta varias hidroxilas e grupamento amino, o que torna facil sua modificacao.
Também auxilia na manutencgdo estrutural do tecido conjuntivo, agindo como estabilizadora
de membrana, diminuindo a geracdo de radicais superoxidos e inibindo enzimas
lisossdmicas, através da estimulacio da biossintese de peptideoglicanos (BRUYERE;
ALTMAN; REGINSTER, 2016; GUENICHE; CASTIEL-HIGOUNENC, 2017; LI et al., 2018;
WENZ et al., 2017). O uso de doses elevadas de N-acetilglicosamina (20 g) administrada
por via intravenosa ndo apresentou toxicidade e alteracdo na concentracdo de glicose no
sangue. Este estudo, realizado com humanos, demonstrou que o uso da glicosamina como

suplemento alimentar é seguro, de acordo com Liu et al., (2008) e Chen et al., (2010).

3.3.1. Via produtiva por crustaceos x via microbiolégica

O processo produtivo de glicosamina é relativamente caro, uma vez que a obtengéo
de matéria prima derivada de crustaceos apresenta um alto potencial alérgico, além dos
problemas com sazonalidade e uniformidade da biomassa. O processo de acetilacdo
usando reagentes organicos, como anidrido acético, é oneroso, além de ter baixo
rendimento. A purificagdo ocorre com o tratamento combinado de &cidos e bases que
removem minerais, proteinas e outras impurezas, despolimerizando e desacetilando a
quitina pela utilizacao do acido hidrocloridico concentrado em altas temperaturas (ARKION
LIFE SCIENCES, 2012; HOKKO CHEMICAL IND.CO., 2010). O alto gasto de energia e de
produtos quimicos somado ao baixo rendimento final do produto faz com que glicosamina
e N-acetilglicosamina ndo estejam amplamente disponiveis no mercado. Devido a isso, a
producéo de glicosamina por via microbioldgica vem ganhando ateng¢do dos académicos
nos ultimos anos, sendo as principais fontes de producdo alternativa bactérias, como
Escherichia coli, e fungos filamentosos pertencentes ao filo Mucoromycota e Ascomycota
(ABDEL-GAWAD et al., 2017; GHORMADE; PATHAN; DESHPANDE, 2017; LIU et al.,
2013; OMIDVAR; KARIMI; MOHAMMADI, 2016; PATIL; JADHAV, 2014; SITANGGANG et
al., 2010; SOLTANI; KARIMI; ZAMANI, 2017; TASAR et al., 2016).
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E importante considerar os problemas e limitacGes da obtencéo e recuperacéo de
bioprodutos. A falta de uniformidade da biomassa de crustaceos acontece, por exemplo,
porque muitas vezes esses animais variam em tamanho, idade e espécie, sendo
extremamente dependentes de fatores ambientais precisos. Além disso, a carapaca de
crustaceos pode conter um teor elevado de cinzas e metais pesados, de acordo com Waibel
et al.,, (2011). A producdo microbiana de glicosamina apresenta vantagens. Além da
auséncia de fatores associados ao desencadeamento de processos alérgicos, a
fermentacao flngica € de grande interesse para producgdo de produtos bioativos uma vez
gue a uniformidade da producdo e a qualidade da biomassa eliminam as limitacdes
oriundas do processamento da biomassa crustacea (GHORMADE; PATHAN;
DESHPANDE, 2017; LIU et al., 2013; PATIL, JADHAV, 2014; SITANGGANG et al., 2010).

3.3.2. Demanda mundial de glicosamina e derivados

A demanda mundial da glicosamina vem aumentando consideravelmente. Nos
Estados Unidos, glicosamina sulfato é utilizada por mais de cinco milhdes de pessoas como
suplemento nutricional por ano, sendo considerado o quarto suplemento alimentar mais
usado. A taxa de crescimento média anual de vendas de suplementos a base de
glicosamina e N-acetilgliosamina foi de 7% em 2009, com um valor estimado de 2 bilhdes
de ddlares (BYME 2010; LIU et al., 2013). Jose (2011) estimou que, até 2017, a producao
global de glicosamina estaria em torno de 46.600t, associando esse fato ao crescente
envelhecimento da populacdo como principal impulsionador do mercado de suplementos
nutricionais e ao uso de glicosamina como suplemento dietético para a saude das
articulacdes. Foi estimado pela Research and Markets (2017), em seu relatério anual, que
o mercado global de glicosamina poderia crescer 14% entre 2016-2022. Também foi
reportado, nesse relatorio, que o principal segmento de aplicacéo da glicosamina no mundo
€ como suplemento nutricional, tendo uma participacdo de 35% em 2015. Os EUA
representaram a maior participacdo no mercado, com 71% de participacdo da América do
Norte no mercado de glicosamina. Os dados mais recentes apontam que Asia, América do
Norte, Europa e Japao constituem os maiores mercados a nivel mundial. Por outro lado, a
China é atualmente o maior produtor e fornecedor mundial de glicosamina. Algumas das
principais empresas sdo a Alfa Chem, Cargill Inc., Fabrichem Inc. e Golden Shell
Biochemical Co Ltd. (FUTURE MARKET INSIGHTS, 2017; GHORMADE, PATHAN,
DESHPANDE, 2017; JOSE, 2011; LIU et al., 2013; RESEARCH AND MARKETS, 2017).
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Neste sentido, a producdo de glicosamina por via microbiolégica gera novas
alternativas para as industrias farmacéutica e de cosmético, uma vez que a glicosamina
atua no controle da formacéo de leucécitos (efeito anti-inflamatério), da artrite reumatica,
na sintese de antigenos para a producdo de anticorpos (imunizacdo) e em cosméticos,
como agente que permite a hidratacdo da pele. Portanto, com o avanco tecnolégico e o
desenvolvimento do polo farmacoquimico e de biotecnologia em Pernambuco, a producao
de glicosamina se enquadra como um processo que atenderd as demandas das industrias

do polo farmacoquimico.

3.4. SUBSTRATOS AGROINDUSTRIAIS E RENOVAVEIS

Nos processos biotecnolégicos, o principal problema na producdo de biopolimeros
consiste nos custos da producdo. A matéria-prima representa de 10-30% desse custo,
significando uma contribuicdo significativa no processo e, para reduzir os custos de
producdo, é desejavel a utilizagdo de substratos econdmicos como matéria-prima. Os
setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes quantidades de substratos, tanto
liquidos como sélidos. Esses rejeitos podem apresentar elevados problemas de disposi¢cao
final e potencial poluente, além de representarem, muitas vezes, perdas de biomassa e de
nutrientes de alto valor. Diretrizes legais e constitucionais vém sendo implementadas para
reduzir a geracdo de residuos e promover a valorizacdo dos mesmos, incentivando a
reutilizacao, reciclagem e recuperacao de energia (BIERGI; RINALDI, 2009). Os residuos
e rejeitos gerados na pratica urbana e agroindustrial ttm se mostrado uma fonte de
nutriente bastante atrativa nos processos fermentativos e biotecnolégicos. Diferentes
substratos de baixo custo podem ser citados como nutrientes, incluindo 6leos de origem
vegetal (6leos de babacu, milho, girassol, soja, jojoba, entre outros), residuos de petréleo,
substancias amilaceas, residuos de soro de leite, residuos de destilaria, aguas residuais de
mandioca; polpa de café, farelo de cereais, palhas, bagacos de cana, cascas de frutas
processadas, batatas e farinha de cereais (MAKKAR et al., 2011).

3.4.1. Milhocina

O Brasil € um pais onde a producao de milho cresce a cada ano. A produtividade,
segundo a Associacao Brasileira das Industrias do Milho, subiu de 91.990 toneladas em
2016 para 107.368 toneladas em 2017 e 115.556 toneladas em 2018. Desse total, a
demanda corresponde a 49.329 toneladas destinadas para o consumo animal, 6.653
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toneladas destinadas para o consumo industrial, 1.882 toneladas destinadas para o
consumo humano e 30.000 toneladas destinadas para a exportacdo (ABIMILHO, 2019).

O grao de milho apresenta em sua composi¢do aproximadamente 16% de agua. O
processo de maceracao por via umida desse grao resulta num liquor, também conhecido
como milhocina, que é rico em vitaminas, especialmente as do complexo B. A milhocina
normalmente é utilizada em ra¢des para consumo animal e tem se mostrado uma excelente
fonte de carbono e/ou nitrogénio para 0s micro-organismos nos processos biotecnolégicos.
A composicao desse liquor consiste em 21 a 45% de proteinas, 20 a 26% de &cido latico,
aproximadamente 8% de cinzas (contendo Ca?*, Mg?*, K*, etc.), 3% de carboidratos e baixo
teor de gordura (0,9% - 1,2%) (AKHTAR et al., 1997; CARDINAL; HEDRICK, 1947). A
utilizacdo da milhocina como fonte de nitrogénio para o crescimento microbiano e producéo
de metabdlitos primarios e secundarios vem crescendo nos ultimos anos devido a sua
riqgueza e boa influéncia nos processos biotecnolégicos, como visto na tabela 2 (BATISTA,
etal., 2011; BERGER et al., 2018; CARDOSO, et al., 2012; SANTOS et al., 2013; SILVA et
al., 2016; SOUZA et al., 2013; SOUZA et al., 2015).

Tabela 2 — Utilizagdo de milhocina como fonte nutricional na producdo biotecnoldgica de

quitina, quitosana e glicosamina

Bioproduto Referéncia
Quitosana Berger et al., (2018)
Glicosamina Wu; Chen, (2018)
Quitina e quitosana Silva et al., (2016)
Quitosana Leite et al., (2015)
Quitina e Quitosana Berguer et al., (2014a)
Quitina e Quitosana Berguer et al., (2014b)
Quitosana Oliveira et al., (2014)
Quitosana Santos et al., (2013)
Quitosana Batista et al., (2013)
Quitina e quitosana Souza et al., (2013)
Quitosana Cardoso et al., (2012)

Fonte: Autoria prépria, 2019

Berguer et al., (2014a) obtiveram rendimentos de 26.29 e 33.13 mg.g™ de quitosana
obtida a partir de Cunninghamella elegans, utilizando concentracbes de 2% e 5%,

respectivamente, de milhocina. JA Rhizopus arrizus, sob 0os mesmos tratamentos,
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apresentou um rendimento de 49,31 e 40,67 mg.g*. Em outro estudo, Berguer et al.,
(2014b) reportaram que C. elegans apresentou rendimentos de 89,39 mg.g™* de quitina e
57 mg.g! de quitosana quando cultivada em 4% de Milhocina. Santos et al., (2013)
obtiveram rendimento de 2,14 g.L? de quitosana obtida a partir de C. elegans utilizando
suplementacao de 0,45% de milhocina associada a demais aminoacidos. Em ambos os
estudos, os autores também reportaram que a milhocina apresentou efeitos positivos

guando analisados estatisticamente.

3.4.2. Manipueira

A agua residual do processamento da mandioca representa, em média, 30% da
matéria-prima processada, no caso da producdo de farinha de mandioca. Nesse caso, a
manipueira € constituida da agua de prensagem da massa ralada e contém todos os
componentes sollveis da raiz, apresentando um teor residual de acucares da ordem de 20
a 40g.L* (WOSIACKI; CEREDA, 2002). A agua residual, manipueira, possui a maioria dos
compostos soluveis, incluindo a linamarina, que é o B-glicosideo de acetonacianidrina,
responsavel pela liberagao de cianeto nos corpos d’agua e solo. O teor de cianeto total no
liquido € muito variavel, dependendo da variedade da mandioca, mas fica em torno de 364
mg.L"t em manipueira de farinheira, com 50% de cianeto livre (SANCHEZ et al., 2017;
TUMWESIGYE; OLIVEIRA; SOUSA-GALLAGHER, 2016). Lima et al., (2011) obtiveram
resultados satisfatorios na producdo de complexo quitosana-polifosfato utilizando residuos
como milhocina e manipueira, sugerindo que tais rejeitos podem ser bem aproveitados na
producdo biotecnoldgica. Também foram reportados bons resultados por Berger et al.,
(2014) na utilizagdo de manipueira associada a milhocina na produgédo de quitina e

guitosana.

3.4.3. Mel

A definicdo de mel, segundo a Anvisa (2017), € o produto natural elaborado por
abelhas a partir de néctar de flores e/ou de plantas, de acordo com a Resolugcdo - CNNPA
n° 12, de 1978, para os padrdes de identidade e qualidade para os alimentos e bebidas.
Neste sentido, o mel de abelha pode ter varias classificacées de acordo com o processo de
obtencao.

A constituicdo basica do mel é de vérios agucares, sendo a D-frutose e D-glicose 0s

carboidratos predominantes. Outros componentes e substancias, como acidos organicos,
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enzimas e particulas sélidas coletadas pelas abelhas podem estar presentes (Tabela 3). A
aparéncia do mel varia de quase incolor a marrom escuro. Entretanto, a composi¢ao pode

apresentar variacdes de acordo com a origem do mel.

Tabela 3 — Composicdo média do mel de abelha

Valor calérico e Minerais Vitaminas

composigao centesimal

Calorias (kcal’100g) 304 Calcio (mg/100g) 6 Vit C (mg/100g) 0.5
Umidade (g/100g) 17.10  Fésforo (mg/100g) 4 Riboflavina (mg/100g) 0,038
Carboidratos totais 8240 Sodio (mg/100g) 4 Niacina (mg/100g) 0.121
(2/100g)

Frutose (g/100g) 38,50 Potassio (mg/100g) 52 Ac. Pantoténico (mg/100g) 0,068
Glicose (z/100g) 31,00 Ferro (mg/100g) 042 Vit B-6 (mg/100g) 0,024

Maltose (g/100g) 7.20 Zinco (mg/100g) 022 Folato total (mg/100g) 2
Sacarose (g/100g) 1,50 Magnésio (mg/100g) 2

Qutros carboidratos 400 Selénio (meg/100g) 0.8

(2/100g)
Fibras (g/100g) 0.2 Cobre (mg/100g) 0.036
Proteina total 0.30 Manganés (mg/100g) 0,080
(2/100g)

Fonte: Silva et al., (2008)

A utilizacdo do mel de abelha geralmente esta associada a saude, com efeitos
terapéuticos na tosse (MEDEIROS PEIXOTO et al, 2016), além das atividades
antimicrobiana (GODOI FARIA et al., 2017; MORRONI et al., 2018; SILVA et al., 2015) e
cicatrizante (MARQUES et al., 2015; MATOS JUNIOR; MATQOS, 2018).

Para fins biotecnolégicos, existem pouquissimos relatos de utilizacdo do mel na
literatura. Cardoso et al., (2012) reportaram a utilizacdo do mel como fonte nutricional para
o cultivo de Rhizopus arrhizus associado com a milhocina. Os resultados obtidos por
Cardoso et al., (2012) foram bastante promissores, levando em conta a facilidade de
degradacéao de acucares simples por espécimes de Mucorales. Tais resultados encorajam

a pesquisa do mel como um substrato alternativo na producéo biotecnoldgica.
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Resumo

Quitosana é um biopolimero que pode ser obtido a partir da desacetilagdo do polimero
quitina. Ambos biopolimeros possuem como unidade monomérica a glicosamina e sua
forma acetilada. Atualmente tanto quitosana quanto glicosamina sdo comercializados como
suplementos alimentares, fazendo parte da indUstria de nutraceuticos. A obtencdo destes
bioprodutos se da geralmente através de via quimica através da matéria prima crustacea.
Entretanto, devido ao grande nimero de pessoas com alergias aos produtos composto por
crustaceos, os produtos microbianos surgem como nova alternativa de producdo e
consumo. Neste estudo, quitina, quitosana e glicosamina foram obtidas a partir de fungos
filamentosos pertencentes a Ordem Mucorales. Os resultados obtidos demonstraram que
Cunninghamella elegans produziu a maior quantidade de biomassa (12 g/L™!) e glicosamina
(140,89 mg/g™t), enquanto Syncephalastrum racemosum produziu a maior quandidade de
quitina (176,9 mg/gt) e C. phaeospora apresentou a maior quantidade de quitosana (112,8
mg/g?). Todas as quitosanas apresentaram grau de desacetilacdo em torno de 75% e
grande potencial na aplicacdo como agentes antimicrobianos, podendo ser empregados

com sucesso na area biomédica.
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1. Introducéo

Quitosana € um polimero natural, linear, de estrutura cristalina organizada e que
apresentam como unidade monomeérica D-glicosamina (GIcN, 2-amino-2-deoxy-D-glicose),
obtida a partir da desacetilacdo do polimero quitina (GIcNAc, 2-acetamido-2-deoxy-D-
glicose). Estes biopolimeros sdo encontrados em ambundancia na natureza, estando
presentes principalmente na carapaca de crustaceos e na parede celular de fungos
(LARANJEIRA, FAVERE, 2009; BARIKANI et al., 2014; BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA,
2018). Dentre as principais aplicagbes comerciais da quitosana, estdo a remocao e
recuperacdo de diferentes residuos, biotransformacdo de pesticidas, degradacdo de
corantes, aminoacidos e proteinas, podendo também ser utilizada como clareador em
sucos e na producdo de filmes biodegradaveis para fabricacdo de embalagens e
cosméticos (ALJAWISH et al., 2015; BERGUER et al., 2016; ABDEL-GAWAD et al., 2017;
BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA, 2018; BERGER et al., 2018; CHANG et al., 2019).

A glicosamina e sua forma acetilada N-acetilglicosamina podem ser obtidas a partir
da hidrélise acida de quitina ou quitosana. As unidades na forma de amino aglcar estao
envolvidas na formacéo de tecido cartilaginoso, sendo precursoras de dissacarideos, como
glicosaminoglicanos (PATIL, JADHAV, 2014; GUENICHE, CASTIEL-HIGOUNENC, 2017).
Devido a elevada concentracdo de glicosamina nos tecidos articulares, ha hipéteses de que
0s suplementos de glicosamina proporcionam um alivio sintomatico de osteoartrite, doenca
degenerativa devido a inflamacéo das articulagdes, auxiliam na manutencao estrutural do
tecido conjuntivo, agindo como estabilizadores de membrana, diminuem a geracdo de
radicais superoxidos e inibem enzimas lisossdmicas, através da estimulacéo da biossintese
de peptideoglicanos (BRUYERE, ALTMAN, REGINSTER, 2016; WENZ et al., 2017;
GUENICHE, CASTIEL-HIGOUNENC, 2017; LI et al., 2018).

A produgéo de quitosana e glicosamina oriundas de matéria-prima de crustaceos
vem acumulando alguns problemas, em especial, para as pessoas com alergia a
crustaceos, além da influéncia da sazonalidade, espaco para os processos de producao,
formacado de residuos quimicos oriundos do processo de extracdo. Além desses fatores,
deve-se considerar que novas alternativas para a matéria-prima favorecem um processo
de producéo viavel, ecologicamente correto e sustentavel (HOKKO CHEMICAL IND.CO.,
2010; ARKION LIFE SCIENCES, 2012). Devido a isso, a producéo de quitosana e

glicosamina por via microbiolégica vem ganhando atencdo dos académicos nos ultimos



52

anos, sendo as principais fontes de producao alternativa fungos filamentosos pertencentes
a divisdo Mucoromycotina que contém os dois polissacarideos, quitina e quitosana, em
abundancia (TASAR et al.,, 2016; OMIDVAR, KARIMI, MOHAMMADI, 2016; ABDEL-
GAWAD et al., 2017; SOLTANI, KARIMI, ZAMANI, 2017; BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA,
2018 ZININGA et al., 2019). A biomassa fungica ndo depende de fatores sazonais e esta
disponivel em bancos de cultura, podendo ser obtida por fermentacéo simples a um custo
muito baixo. O processo para extracdo de quitosana de fungos nao necessita da etapa de
desmineralizacdo e é facilmente conseguida por tratamentos alcalinos e 4cidos suaves,
portanto, € considerada como uma abordagem verde (DHILLON et al., 2013, ABDEL-
GAWAD et al., 2017; BERGER et al., 2018; ZININGA et al., 2019). Neste sentido, o objetivo
deste trabalho é obter quitosana e glicosamina microbiolégica através de biomassa fangica

como fontes alternativas de matéria-prima.

2. Material e métodos

2.2. Materiais: Glicose, peptona, agar, fosfato de potassio, sulfato de magnésio, cloreto
de calcio, hidroxido de sodio e &cido cloridrico foram obtidos a partir de Sigma-Aldrich.

2.3. Micro-organismos: Foram utlizados os fungos filamentosos: Cunninghamella
elegans UCP 1306, C. phaeospora UCP 1303, Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP
1295, R. microsporus UCP 1606, Rhizopus sp. UCP 1605 e Syncephalastrum
racemosum UCP 1302, isolados do solo da Caatinga de Pernambuco. Todos os
espécimes de Mucorales foram mantidos em meio Agar Sabouraud (peptona — 10g/L,
glicose — 40g/L e agar — 15g/L; pH 5,5) e estdo disponiveis no Banco de Culturas UCP
da Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP — PE, situado no Nucleo de

Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia — NPCIAMB.

2.4. Condicdes de cultivo para producéo de quitina, quitosana e glicosamina em
meio sintético otimizado: Para o pré-inéculo foi preparada uma suspensao contendo
aproximadamente 107 esporos/mL de cada espécime, em que 1 mL das suspensdes
foram inoculadas em placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud e mantidos em
estufa para crescimento a 28°C durante 24h. Posteriormente, das placas, foram

retirados 20 discos de cultura com aproximadamente 1cm de didametro e inoculados em



53

25mL de meio Caldo Sabouraud, pH 5,5, incubados por 24h a 28°C sob agitacdo orbital
de 150 rpm. ApGs este periodo, foi acrescido 75mL do meio glicose-peptona (GP)
descrito por Chang et al., (2011), composto por: glicose 25g/L, peptona 20g/L, KH2PO4
0,5g/L, MgS040,5g/L e CaCl20,1g/L, esterilizados a 115°C durante 15 minutos, pH 5,5,
completando-se o volume total de 100mL em frascos Erlenmeyeres de 250mL. As
amostras foram incubadas em shaker rotatorio na velocidade de 150 rpm e mantidos
em 28°C por 120h. Posteriormente, o material foi filtrado para separagao da biomassa

e liquido metabolico. Ambos foram congelados para posterior analise.

2.5. Obtencao de glicosamina: Para remover as proteinas e os lipidos da biomassa,
foram adicionados 30 mL de hidroxido de sodio (0,5 M) a cada grama de biomassa e a
mistura foi autoclavada a 121°C durante 20 min. Depois de esfriar até a temperatura
ambiente, o material alcali-insoltvel (MAI) foi separado por centrifugacéo (8000 rpm, 5
min, 6°C), lavado com agua destilada até a neutralizacéo e liofilizado (MOHAMMADI et
al., 2012). Posteriormente, a fim de remover a porcao de fosfato, o MAI foi tratado com
uma solucao de &cido sulfdrico 0,05 M (100 mL de solucdo por grama de MAI seco) a
temperatura ambiente durante 30 min. A porgéo residual foi separada por centrifugacao,
lavada com agua destilada até pH neutro e depois liofilizada (Naghdi et al., 2014). Por
conseguinte, o material alcali-insoltvel livre de fosfato (MAILF) (0,5 g) foi tratado com
75 mL de acido cloridrico (12 M) a 70°C durante 3,5h. A reacdo ocorreu em frascos de
vidro fechados de 100 mL em banho maria. Apés o fim da reacdo e esfriamento até a
temperatura ambiente, a porcdo que nao reagiu foi filtrada e descartada, e a solucéo
limpida vertida numa placa de Petri de vidro e deixada em capela de exaustado de fluxo
de ar laminar para evaporacéao do acido. ApGs evaporacéao, houve a precipitacdo de um
material acastanhado na forma de cristais. Para a recuperacao da glicosamina bruta, o
cristal acastanhado foi lavado com etanol, separado da placa, filtrado e seco em estufa
a 55 °C (SOLTANI,KARIMI, ZAMANI, 2017).

2.6. Obtencdo de quitina e quitosana: Ao material &lcali-insolavel neutralizado foi
adicionado &cido cloridrico 1M (40 mL de acido para 1g de biomassa), em seguida, a
mistura foi colocada em autoclave (100°C, vapor fluente, por 15 minutos). Apdos o
resfriamento até a temperatura ambiente, o material foi centrifugado (8000 rpm, 5 min,

6°C) e a porcéo insoluvel, quitina, foi lavada com 4gua destilada até a neutralizacdo de
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pH e liofilizada. O sobrenadante acido teve seu pH ajustado para 9 e colocado em
repouso a 4°C por 24h. Apos esse periodo, o precipitado, quitosana, foi lavada com
agua destilada até a neutralizacdo de pH e liofilizado (JIN HU., 1999).

2.7. Purificacdo e caracterizagdo estrutural das biomoléculas: Cada grama de
glicosamina bruta foi dissolvida em 10 mL de agua deionizada, descolorida com
aproximadamente 0,2g de carvao ativado e aquecida a 55°C durante 1h. Apos a
descoloragao, as impurezas e o carbono foram removidos por filtragdo utilizando um
papel de filtro (Whatman No 40). A solucdo clara de glicosamina foi colocada em
evaporador rotatério para obtencao de cristais de glicosamina fungica pura (SOLTANI,
KARIMI, ZAMANI, 2017). A caracterizacdo estrutural das biomoléculas quitosana e
glicosamina foi realizada por espectrometria ao raio infravermelho, através de
espectrofotdbmetro Shimadzu modelo IR Prestige-21, com acessorio de reflectancia total
atenuada (ATR). As amostras foram analisadas na regido de 4000 a 600 cm com 20
acumulacdes em modo de transmitancia. O grau de desacetilacdo das amostras foi
obtido através da metodologia proposta por Roberts (1992), onde foi calculada a razéo
da absorbancia A1655/A3450 pela equagéo:

DD % = (A1655/A3450). 100/1.33

2.8. Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana das amostras de quitosana se deu pelo
método de difusdo em disco proposto por Kirby-Bauer (HUDZICKI, 2009). Placas de Agar
Nutriente foram inoculadas com as seguintes bactérias: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Posteriormente, discos de 7mm foram
impregnados com uma solucéo das quitosanas em diferentes concentra¢des (10 mg/mL; 5
mg/mL; 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL) e inoculados nas placas. Apés um periodo de incubagéo
de 24h a 37°C, foi observado a presenc¢a de um halo de inibigéo de crescimento bacteriano

e o resultado foi expresso em mm.

3. Resultados e discussao

3.1. Producéo de quitina, quitosana e glicosamina em meio sintético otimizado
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Os resultados apresentados na tabela 01 demonstram que C. elegans foi capaz de
produzir 12,02 g/L de biomassa, enquanto C. phaeospora produziu 9,90 g/L e S.
racemosum produziu 8,50 g/L de biomassa no meio proposto por Chang et al., (2011). A
producdo de quitina e quitosana mostrou-se eficiente, uma vez que S. racemosum e C.
phaeospora apresentaram grandes quantidades destes biopolimeros em sua constituicao
celular (176,9 mg de quitina por grama de biomassa e 75 mg/g de quitosana/biomassa e
176,7 mg de quitina por grama de biomassa e 112,8 mg/g de quitosana/biomassa,
respectivamente) quando comparado aos demais fungos.

Tabela 01: Producao de biomassa, quitina, quitosana e glicosamina por amostras de fungos

da ordem Mucorales

Micro- Biomassa  Quitina  Quitosana Glicosamina Rendimento
organismo (g/LY) (mg/g?) (mg/g™) (mg/g?) (% Glic)
Cunninghamella 12,02 159,5 31,8 140,89 70,44
elegans
Cunninghamella 9,90 176,7 112,8 85.74 42,87
phaeospora
Syncephalastrum 8,503 176,9 75 88.92 44,46
racemosum
Rhizopus 4,301 47,3 22,8 25.75 19,80
ahrrizus
Rhizopus 5,69 76,6 33,8 52.46 34,97
microsporus
Rhizopus sp. 5,22 107,3 50,2 68.31 34,00

Em relacdo a producao de glicosamina, C. elegans mostrou-se bastante promissor,
visto que apresentou 140,98 mg desse monossacarideo por grama de biomassa,
correspondendo a um rendimento de 70,44% em relacdo ao material alcali-insoluvel,
guantidade superior aos demais espécimes de Mucorales quando cultivados neste mesmo
meio. Syncephalastrum racemosum e C. phaeospora apresentaram performance
significativa de 44,46% e 42,87%, respectivamente. Os resultados obtidos no presente
estudo (tabela 01) demonstram o alto potencial destes Mucorales como produtores de

glicosamina.
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Em seu meio proposto para a producdo de glicosamina, Chang et al., (2011)
relataram que Aspergillus sp. apresentou teor de glicosamina de 0,22g/g de biomassa,
porém, tal dosagem se deu através de HPCL. Nascimento et al., (2015) obtiveram 236 mg/g
glicosamina/biomassa ao utilizarem Aspergillus niger no meio proposto por Chang et al.,
(2011). Em contrapartida, Mohammadi, Zamani, Karimi, (2012) dosaram o teor de
glicosamina de Mucor indicus,que apresentou 0.458 g de glicosamina por grama de MAI.

Apesar de apresentarem grandes quantidades de quitosana natural em sua
constituicdo celular, existem pouquissimos relatos sobre a producdo de glicosamina por
fungos filamentosos da Ordem Mucorales. Nesse sentido, o presente estudo mostra-se
muito importante para a comunidade cientifica, uma vez que explora novos isolados do solo
do semi-arido de Pernambuco, Brasil, na producédo de insumos de alto valor agregado
através de métodos pouco descritos.

3.2. Caracterizacao estrutual das biomoléculas

A caracerizacdo das biomoléculas se deu através da andlise por espectroscopia ao
raio infravermelho com acessorio de reflectancia total atenuada (ATR), onde foi possivel
observar a formacé&o de bandas correspondentes aos grupos funcionais amida | e 1l nas
regides entre 1134 a 1614 nas amostras de C. elegans e C. phaeospora (Figura 01),
1152 a 1584 na quitosana de S. racemosum (figura 02) e 1142 a 1603 nas quitosanas
de R. arrhizus, R. microsporus e Rhizopus sp (figura 03). As regifes nas bandas 2855
e 2931 em C. elegans e C. phaeospora, 2856 e 2902 em S. racemosum e 2845 e 2921
em R. arrhizus, R. microsporus e Rhizopus sp estdo relacionadas as vibracdes de
alongamento ofalifatico em CH. As regides nas bandas 3392 em C. elegans e C.
phaeospora, 3363 em S. racemosum, R. arrhizus, R. microsporus e Rhizopus sp estéao
relacionadas ao alongamento axial de OH sobreposto ao alongamento de NH. Os dados
obtidos pelos picos no espectro das amostras sdo condizentes com 0s reportados na
literatura para a caracterizacéo de quitosana fungica (CARDOSO et al., 2012; SANTOS
et al., 2013; BERGER et al., 2014; BERGER et al., 2018).
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Figura 01: Espectro das analises de espectroscopia ao raio infravermelho das

amostras de quitosana de C. elegans e C. phaeospora
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Figura 02: Espectro das analises de espectroscopia ao raio infravermelho da

amostra de quitosana de S. racemosum
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Figura 03: Espectro das analises de espectroscopia ao raio infravermelho das

amostras de quitosana de R. arrhizus, R. microsporus e Rhizopus sp
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O grau de desacetilacdo (GD) é um dos parametros mais importantes relativos a

caracterizacao do biopolimero quitosana, uma vez que gracas ao GD é possivel estimar

0 seu potencial de aplicagcdo (ALJAWISH et al., 2015). Os resultados para o GD das

guitosanas obtidas por Mucorales estéo apresentados na tabela 02.

Tabela 02: Grau de desacetilacdo para as quitosanas de Mucorales

Micro-organismo

Grau de Desacetilagdo

(%)
C. elegans 75,26
C. phaeospora 74,81
S. racemosum 74,89
R. arrhizus 75,11
R. microsporus 74,96
Rhizopus sp 74,89

Tayel et al., (2014) defende o GD minimo a partir de 40% para que o biopolimero

seja caracterizado como quitosana e abaixo de 40% como quitina. Neste sentido, os

resultados demonstraram que o GD obtido est4 de acordo com o reportado na literatura

para quitosanas microbioldgicas. Alguns estudos associaram GD acima de 75% nas
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guitosanas utilizadas com eficacia em ensaios antimicrobianos (MOUSSA, TAYEL, AL-
TURKI, 2013; OLIVEIRA et al., 2014; BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA, 2018).

3.3. Atividade antimicrobiana

As quitosanas apresentam grande vantagem devido ao seu grande potencial como agentes
bactericidas contra micro-organismos resistentes (BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA, 2018).
Dentre os mecanismos de acédo envolvendo a acdo microbiana, pode-se destacar a
formacdo dos complexos polieletroliticos que alteram a permeabilidade da membrana,
resultando na morte ou inibicdo celular; agente quelante, alterando o funcionamento de
certas enzimas ou mesmo inserindo-se no interior da célula microbiana interferindo nas
atividades do RNA mensageiro e afetando a sintese de proteinas (MARTINEZ-CAMACHO
et al., 2010; YU et al., 2012; MOUSSA, TAYEL, AL-TURKI, 2013; TAYEL et al., 2014). No
presente estudo a avaliacdo da atividade antimicrobiana se deu através do método de
difusdo em disco proposto por Kirby-Bauer (HUDZICKI, 2009), utilizando discos de papel
xarope de 7 mm. Os resultados foram expressos através da formacdo de um halo de

inibicdo de crescimento em placas de Petri, como mostra a tabela 03.

Tabela 03: Atividade antimicrobiana para as quitosanas de Mucorales através do
método de difusdo em disco

P. aeruginosa (halo em mm)

Concentragao C. C. S. R. R. Rhizopus
Mg/mL elegans phaeospora racemosum ahrrizus microsporus sp
10 6 6 7 5 5 5
5 6 6 7 5
2,5 5 6 6
1,25 4 5 6 5 4 4

E. coli (halo em mm)

C. C. S. R. R. Rhizopus
elegans phaeospora racemosum ahrrizus microsporus sp
10 5 5 5 5 6 4

2,5 5 4 4
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1,25 4 4 4 5 5 3

S. aureus (halo em mm)

C. C. S. R. R. Rhizopus
elegans phaeospora racemosum ahrrizus microsporus sp
10 7 7 7 4 4 4
5 7 7 7 5
2,5 5 6 6
1,25 5 6 6 6 6 5

Em estudos recentes conduzidos por Berger et al., (2018), a quitosana obtida de C.
elegans em meio formulado com milhocina e suco de mamao foi capaz de inibir
satisfatoriamente o crescimento de cepas fitopatdgenas de Colletotrichum. Chang et al.,
(2019) utilizaram a quitosana fangica de Auricularia sp e conseguiram com sucesso inibir o
crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Estudos e avan¢cos como 0s
relatados por Berger et al., (2018) e Chang et al., (2019) s&do importantes para a comunidade
cientifica, visto que ambos comprovaram que quitosanas de origem fingica sao téo eficazes

guanto as quitosanas de origem crustacea.

4. Conclusodes

Os resultados obtidos no presente estudo concluem que o meio sintético otimizado
para producdo de glicosamina é uma 6tima fonte nutricional para producdo de biomassa
fungica, dentre os micro-organismos avaliados, C. elegans UCP 1306 sobressaiu-se aos
demais micro-organismos apresentando os melhores resultados para producdo de
biomassa e rendimento de glicosamina. As quitosanas obtidas no presente estudo séo
compativeis com as descritas na literatura com elevado grau de desacetilacdo. Tais
resultados demonstram o alto potencial biotecnolégico desses micro-organismos na

producédo de insumos de alto valor agregado.
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Resumo

Quitina e quitosana sdo polimeros naturais encontrados amplamente pela natureza,
presente na carapaca de insetos e crustaceos e na parede celular de fungos filamentosos.
Estes biopolimeros sdo formados por unidades repetitivas de glicosamina e sua forma
acetilada. A producéo de quitosana glicosamina comercial por crustaceos pode apresentar
alguns problemas para os consumidores devido ao seu alto potencial alérgico, neste
sentido, a pesquisa por glicosamina de origem fungica vem crescendo nos ultimos anos.
No presente trabalho, quitina, quitosana e glicosamina foram obtidas e quantificadas a partir
de diferentes micro-organismos pertencentes a ordem Mucorales, isoladas do solo do semi-
arido em meios formulados com substratos renovaveis provenientes da agroindustria. Os
resultados obtidos demonstram que C. elegans apresentou a maior quantidade de
biomassa (6,76 g/L) e rendimento de glicosamina (60,03%) no meio formulado com

milhocina e mel, S. racemosum apresentou o maior rendimento de glicosamina (60,60%)
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no meio formulado com milhocina e manipueira. Tais resultados evidenciam que a utilizacao
de substratos renovaveis € extremamente favoravel na formulagdo de bioprodutos,

tornando a producao biotecnoldgica mais versatil.

1. Introducéo

Os biopolimeros quitina (B-1,4-N-acetil-D-glicosamina) e quitosana (B-1,4-D-
glicosamina) podem ser encontrados em ambundancia na natureza, compondo
estruturalmente a carapaca dos crustaceos e a parede celular de fungos (BARIKANI et al.,
2014; ALJAWISH et al., 2015; BERGER et al., 2018). A quitosana, obtida a partir da
desacetilagdo da quitina, possui diversos setores no qual pode ser aplicada
biotecnologicamente, dentre 0s quais estdo a remocédo e recuperacdo de diferentes
residuos, biotransformacdo de pesticidas, degradacdo de corantes, aminoacidos e
proteinas, clareador em sucos, producdo de filmes biodegradaveis para fabricacdo de
embalagens e cosméticos e na area biomédica e farmacéutica devido a seu grande
potencial de inibir crescimento microbiano (BERGUER et al., 2016; ABDEL-GAWAD et al.,
2017; BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA, 2018).

A glicosamina e a sua forma acetilada N-acetilglicosamina podem ser obtidos a partir
da hidrélise acida de quitina ou quitosana e estdo envolvidos na formacéo de cartilagem,
sendo precursora de dissacarideos, como glicosaminoglicanos (PATIL, JADHAYV, 2014;
GUENICHE, CASTIEL-HIGOUNENC, 2017). Devido a elevada concentracdo de
glicosamina nos tecidos articulares, ha hipoteses de que os suplementos de glicosamina
proporcionam um alivio sintomético de doencas degenerativas das articulacdes 6sseas;
auxilia na manutencao estrutural do tecido conjuntivo agindo como estabilizadores de
membrana; diminui a geracdo de radicais superoxidos e inibe enzimas lisossémicas,
através da estimulacdo da biossintese de peptideoglicanos (BRUYERE, ALTMAN,
REGINSTER, 2016; WENZ et al.,, 2017; GUENICHE, CASTIEL-HIGOUNENC, 2017).
Glicosamina e quitosana vem sendo amplamente comercializadas no ramo de
nutraceuticos, como suplemento alimentar para humanos (NUTRYCAPS, 2019) e animais
(ROYAL CANIN, 2019).

A producéao de biopolimeros por via microbiolégica vem sendo amplamente estudada
e discutida como fontes alternativas de matéria-prima, uma vez que a biomassa fungica
nao depende de fatores sazonais e esta disponivel em bancos de cultura. Processos de
fermentacdo podem ser simples e ter menores custos através da utilizacdo de substratos
alternativos como fontes nutricionais (TASAR et al., 2016; OMIDVAR, KARIMI,
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MOHAMMADI, 2016; ABDEL-GAWAD et al., 2017; SOLTANI, KARIMI, ZAMANI, 2017). O
processo para extracao de quitosana fungica ndo necessita da etapa de desmineralizagéo
e é facilmente conseguida por tratamentos alcalinos e &cidos suaves, tornando este tipo de
obtencdo um processo mais sustentavel e considerada como uma abordagem verde
(DHILLON et al., 2013, ABDEL-GAWAD et al., 2017), o que faz com que a producao
microbioldgica seja uma alternativa mais vantajosa em relacdo a obtencdo a partir da
matéria prima de crustraceos, que podem ocasionar problemas ao consumidor devido ao
seu potencial alérgico, além da carcinocultura ser altamente influenciada pela
sazonalidade, espaco para os processos de producao e formacédo de residuos quimicos
oriundos do processo de extracdo (HOKKO CHEMICAL IND.CO., 2010; ARKION LIFE
SCIENCES, 2012). Além disso, a producdo microbioldgica apresenta versatilidade na
utilizacdo de fontes nutricionais, uma vez que diversos fungos é capaz de metabolizar
substratos e residuos provenientes da agroindustria que outrora poderiam ser descartados
no ambiente, minimizando assim grande parte dos impactos ambientais (GHORMADE,
PATHAN, DESHPANDE, 2017; BERGER et al., 2018). Neste sentido, 0 objetivo deste
trabalho é obter quitosana e glicosamina microbiolégica através de fontes alternativas de
matéria prima, como os fungos filamentosos pertencentes a ordem Mucorales, que séo
descritos por apresentarem os dois polissacarideos, quitina e quitosana, em abundancia
nas suas paredes celulares, através da bioconverséo de susbtratos renovaveis obtidos da

agroindustria como fontes nutricionais.

2. Material e métodos

2.1. Materiais: Glicose, peptona, agar, sacarose, asparagina, cloridrato de
tiamina, fosfato de potassio, sulfato de magnésio, hidroxido de sédio, acido sulfarico
e acido cloridrico foram obtidos a partir de Sigma-Aldrich. Os substratos

agroindustriais e renovaveis foram cedidos por industrias locais.

2.2. Micro-organismos: Foram  utilizados os fungos filamentosos:
Cunninghamella elegans UCP 1306, Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295, e
Syncephalastrum racemosum UCP 1302, isolados do solo da Caatinga de
Pernambuco. Todos os micro-organismos pertencem a ordem Mucorales e estao
disponiveis no Banco de Culturas UCP da Universidade Catolica de Pernambuco —
UNICAP — PE, situado no Nuacleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e
Biotecnologia — NPCIAMB.
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2.3. Meio de manutencdo: Agar Sabouraud, composto por peptona — 10g/L,
glicose — 40g/L e agar — 15g/L; pH 5,5; esterilizado em autoclave a 121 °C por 20

minutos, distribuido em placas de Petri e incubados a 28 °C.

2.4. Condicdes de cultivo para aumento da escala de producdo por
Mucorales através da suplementacdo com substratos agroindustriais: O meio
Sintético para Mucorales, descrito por Hesseltine e Anderson, (1957) foi adotado
como meio de cultivo padréo, e diferentes meios de cultura formulados a partir de
substratos agroindustriais, ja descritos na literatura, foram utilizados para propor o
aumento da escala de produc&o para volumes maiores, comparando a adaptacao
dos micro-organismos e producdo de quitina, quitosana e glicosamina com a

literatura descrita na tabela 01.

Tabela 01: Composicéao dos meios utilizados para producéo de quitina, quitosana e

glicosamina através da suplementacdo com substratos agroindustriais

Meio Referéncia Composicéao
1 Santos et al., (2013) Asparagina (0,25% pl/v), Sacarose (0,15%
p/v), Milhocina (0,45% v/v),

pH 5,5.

2 Cardoso et al., (2012) Milhocina (6% v/v), Mel (13,24% v/v),
pH 5,5

3 Berger et al., (2014) Manipueira (10% v/v), Milhocina (4% v/v),
pH 5,5

4 Hesseltine e Anderson, Glicose (40 g/L); Asparagina (2 g/L);

(1957) Cloridrato de tiamina (0.05 mg/L);

Fosfato de potassio (0.50 g/L);
Sulfato de magnésio (0.25 g/L);
pH 5.2

Neste sentido, a producdo foi realizada utilizando frascos Fennenbach de 3L
com volume util de 1,5L. Apds preparados, os meios foram esterelizados em
autoclave e posteriormente foram inoculados 150 discos de 1 cm de cada micro-
organismo em cada meio. Em seguida, os meios foram incubados em shaker com

agitacdo orbital na velocidade de 150 rpm e mantidos em 28°C por 120h.
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Posteriormente, o material foi filtrado para separacdo da biomassa e liquido

metabolico e submetido & determinagfes analiticas.

2.5. Obtencdo de glicosamina: Para remover as proteinas e os lipidos da
biomassa, foram adicionados 30 mL de hidréxido de sédio (0,5 M) a cada grama de
biomassa e a mistura foi autoclavada a 121°C durante 20 min. Depois de esfriar até
a temperatura ambiente, o material alcali-insolivel (MAI) foi separado por
centrifugacéo (8000 rpm, 5 min, 6°C), lavado com agua destilada até a neutralizacao
e liofilizado (MOHAMMADI et al., 2012). Posteriormente, a fim de remover a porcéo
de fosfato, o MAI foi tratado com uma solucéo de acido sulfarico 0,05 M (100 mL de
solucao por grama de MAI seco) a temperatura ambiente durante 30 min. A porcao
residual foi separada por centrifugacao, lavada com agua destilada até pH neutro e
depois liofilizada (Naghdi et al., 2014). Por conseguinte, o material alcali-insolavel
livre de fosfato (MAILF) (0,5 g) foi tratado com 75 ml de acido cloridrico (12 M) na
temperatura de 70°C durante 3,5h. A reacdo ocorreu em frascos de vidro fechados
de 100 ml em banho maria. Apés o fim da reacao e esfriamento até a temperatura
ambiente, a porcdo que nao reagiu foi filtrada e descartada, e a solucdo limpida
vertida numa placa de Petri de vidro e deixada em capela de exaustao de fluxo de
ar laminar para evaporagdo do acido. Para a recuperacao da glicosamina bruta, o
cristal acastanhado foi lavado com agua destilada, separado da placa, filtrado e seco
em estufa a 55 °C (SOLTANI, KARIMI, ZAMANI, 2017).

2.6. Obtencédo de quitina e quitosana: Ao material alcali-insoltvel neutralizado
foi adicionado Acido cloridrico 1M (40 mL de &cido para 1g de biomassa) e em
seguida a mistura foi colocada em autoclave (100°C, vapor fluente, por 15 minutos).
ApoOs o resfriamento até a temperatura ambiente, o material foi centrifugado (8000
rpm, 5 min, 6°C), a por¢éo insolavel, denominada quitina, foi lavada com &agua
destilada até a neutralizacéo de pH e liofilizada. O sobrenadante acido teve seu pH
ajustado para 9 e colocado em repouso a 4°C por 24h. ApOs esse periodo, 0
precipitado, denominado quitosana, foi lavada com agua destilada até a
neutralizagéo de pH e liofilizada (JIN HU., 1999).

2.7. Purificacdo e caracterizacéo estrutural das biomoléculas: Cada grama de
glicosamina bruta foi dissolvida em 10 ml de &gua deionizada, descolorida com

aproximadamente 0,2g de carvdo ativado e aquecido a 55°C durante 1h. Apos a
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descoloracao, as impurezas e o carbono foram removidos por filtracdo utilizando um
papel de filtro (Whatman No 40). A solugéo clara de glicosamina foi colocada em
evaporador rotatério para obtencgéo cristais de glucosamina fungica pura (SOLTANI,
KARIMI, ZAMANI, 2017). A caracterizacdo estrutural das biomoléculas quitosana e
glicosamina foi realizada por espectrometria ao raio infravermelho, através de
espectrofotometro Shimadzu modelo IR Prestige-21, com acessorio de reflectancia
total atenuada (ATR). As amostras foram analisadas na regido de 4000 a 600 cm™
com 20 acumulagbes em modo de transmitancia. O grau de desacetilacdo das
amostras foi obtido através da metodologia proposta por Roberts (1992), onde foi

calculada a raz&o da absorbancia A1655/A3450 pela equacéo:

DD % = (A1655/A3450). 100/1.33

3. Resultados e discusséo
3.1. Producéo de biomassa
Os resultados obtidos no presente estudo (Tabela 02) demonstram a capacidade de
adaptacdo dos micro-organismos selecionados e a sua viabilidade referente ao aumento

de escala de producéo.

Tabela 02: Producédo de biomassa por Mucorales em meio formulado com subtratos

alternativos
Meios C. R. S.
elegans ahrrizus racemosum
g/L g/L g/L
1 (Santos et al., 2013) 1,16 1,12 0,58
2 (Cardoso et al., 2012) 6,76 6,56 2,88
3 (Berger et al., 2014) 5,22 2,8 1,68
4 (Hesseltine e Anderson, 5,10 1,98 2,59

1957)

Os estudos realizados utilizando o meio proposto por Santos et al., (2013) nao se
mostraram viaveis para o escalonamento da producgéo, visto os trés micro-organismos nao

foram capazes de crescerem bem no meio, ndo correspondendo com os resultados obtidos
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pelos autores. Diversos fatores podem ter influenciado diretamente na adaptacdo dos
micro-organismos no meio proposto, tais como diferencas na aerag¢do e no inéculo, ou
mesmo diferentes cepas utilizadas por Santos et al., (2013) e no presente estudo.

Por outro lado, o meio proposto por Cardoso et al., (2012) e Berger et al., (2014)
mostraram-se viaveis para 0 escalonamento, uma vez que 0S mMmiCro-organismos
selecionados para este estudo comportaram-se de forma semelhante ao relatado pelos
autores. Berger et al., (2014) utilizaram em seu estudo a cepa Cunninghamella elegans
UCP 0542, isolada de sedimento do mangue de Pernambuco, obtendo como resultados
5,67g/L de biomassa. Neste estudo, foram utilizados 3 micro-organismos isolados de solo
da caatinga de Pernambuco: S. racemosum obteve 1,68 g/L de biomassa, R. ahrrizus
obteve 2,8 g/L de biomassa e C. elegans obteve 5,22 g/L de biomassa, este Ultimo
mostrando valor muito proximo ao obtido por Berger et al., (2014) ao utilizar a mesma
espécie, porém um isolado diferente.

Cardoso et al., (2012) utilizaram a cepa R. ahrrizus UCP 0402, isolada de sedimento
do mangue de Pernambuco e obtiveram como resultados 11,71g/L de biomassa. Neste
estudo, o meio proposto pelos autores mostrou-se favoravel ao crescimento dos isolados
para o escalonamento da producdo: S. racemosum obteve 2,88 g/L de biomassa, R.
ahrrizus obteve 6,56 g/L de biomassa e C. elegans obteve 6,76 g/L de biomassa. Vale
salientar a excelente adaptacdo de C. elegans em ambos os meios propostos, que neste
estudo apresentou elevados valores de biomassa em relacdo aos outros dois micro-
organismos nos quatro meios propostos. Neste contexto, os isolados do solo do semi-arido
de Pernambuco, embora apresentem uma performance ligeiramente inferior aos ja
relatados isolados do sedimento do mangue, mostram-se bastante promissores, tendo em
vista a sua excelente capacidade adaptativa.

Ainda, os meios propostos por Cardoso et al., (2012) e Berger et al.,, (2014)
mostraram performance superior em relacdo ao crescimento dos micro-organismos quando
cultivados em meio contendo substratos agroindustriais como fontes nutricionais quando
comparados ao meio padréo sintético para Mucorales (HESSELTINE, ANDERSON, 1957),
ressaltando o excelente valor nutricional da suplementacdo através de substratos
alternativos renovaveis nos processos produtivos. Levando em consideracdo os dados
mostrados neste estudo, a utilizacdo de substratos provenientes da agroindustia apresenta
uma importante vantagem na producdo microbioldégica, uma vez que torna O processo

produtivo menos oneroso.
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3.2. Obtencdao de quitina, quitosana e glicosamina

Os resultados obtidos para a producdo dos biopolimeros quitina e quitosana estao
apresentados na tabela 03. Apesar do meio 1 (SANTOS et al., 2013) néo ter apresentado
alto potencial para a producao de biomassa, este meio mostrou-se extremamente favoravel
na obtencao dos biopolimeros quitina e quitosana. C. elegans, quando cultivada neste meio,
apresentou em sua constituicdo celular 183,5 mg/g de quitina e 218,6 mg/g de quitosana,
enquanto R. ahrrizus, cultivado neste meio apresentou em sua constituicdo celular 81,1

mg/g de quitosana.

Tabela 03: Producdo de quitina e quitosana por Mucorales em meio formulado com
subtratos alternativos

Meios C. elegans R. ahrrizus S. racemosum

Quitina Quitosana Quitina Quitosana Quitina Quitosana
(mg/g)  (mg/g)  (mglg)  (mg/g) (mg/g) (mg/g)
1 (Santos et 183,5 218,6 57,3 81,1 68,9 20,6
al., 2013)
2 (Cardosoet 101,9 51,8 48,3 43,6 56,5 41,6
al., 2012)
3 (Berger et 82,0 441 42,7 65,3 111,3 64,6
al., 2014)
4 (Hesseltine 77,3 46,8 79,5 36,1 69,3 47,1
e Anderson,
1957)

Santos et al., (2013) obtiveram em seu estudo 2,14 g/L de quitosana, valores bem
elevados. Como mencionado anteriormente, diversos fatores podem ter influenciado
negativamente na adaptacéo dos micro-organismos no referido meio de cultivo, salientando
a utilizagcéo de diferentes cepas, isoladas de diferentes tipos de ambiente.

O meio 2, proposto por Cardoso et al., (2012) mostrou-se muito favoravel para a
obtencdo dos biopolimeros por C. elegans, que apresentou em sua constituicdo celular
101,9 mg/g de quitina e 51,8 mg de quitosana por grama biomassa, por sua vez, R. arrhizus
apresentou 43,6 mg/g de quitosana e S. racemosum 41,6 mg/g de quitosana. Cardoso et
al., (2012) quando utilizaram uma diferente cepa de R. arrhizus obtiveram 29.30 mg/g de

guitosana. Este fato por si € suficiente para comprovar que o meio formulado por Cardoso
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€ uma excelente fonte nutricional, uma vez que no presente estudo, apesar dos micro-
organismos isolados do semi-arido de Pernambuco, Brasil, terem produzido menor
guantidade de biomassa em comparacao a Cardoso et al., (2012), C. elegans foi capaz de
produzir 43,4% a mais de quitosana que o relatado pelos referidos autores, enquanto R.
arrhizus produziu 32% de quitosana a mais e S. racemosum produziu 29,5% de quitosana
a mais.

O meio 3, proposto por Berger et al., (2014) mostrou-se mais favoravel para obtencéo
de qutina e quitosana por S. racemosum, que apresentou em sua constituicédo celular 111,3
mg/g de quitina e 64,6 mg/g de quitosana, enquanto R. ahrrizus apresentou 42,7 mg/g de
quitina e 65,3 mg/g de quitosana, respectivamente, e C. elegans apresentou 82,0 mg/g de
quitina e 44,1 mg/g de quitosana. O meio 4 (HESSELTINE, ANDERSON, 1957), padrao
utilizado neste estudo, mostrou-se mais favoravel para a producéo de quitina por C. elegans
e R. ahrrizus, que apresentou 77,3 mg/g e 79,5 mg/g, respectivamente, em sua constituicao
celular. Ja a producdo de quitosana neste meio mostrou-se mais favoravel para S.
racemosum, que apresentou 47,1 mg/g. Berger et al., (2014) relataram a obtencéo de 89.39
mg/g de quitina e 57.82 mg/g de quitosana ao utilizarem uma diferente cepa de C. elegans.
Vale ressaltar que apesar do meio proposto por Berger et al., (2014) ter proporcionado uma
boa adaptacédo dos micro-organismos em relacdo ao crescimento micelial, a producao de
guitosana foi pouco favorecida: S. racemosum apresentou 10,5% a mais de quitosana que
o relatado pelos autores e R. arrhizus apresentou 11,4% a mais de quitosana. Referente a
C. elegans, a produtividade foi 23,7% menor que o relatado por Berger et al., (2014),
entretanto, os resultados obtidos no presente estudo mostram-se muito promissores e
consideravelmente satisfatorios, tendo respaldo na literatura recente.

Outros estudos na producdo desses biopolimeros demonstram o alto potencial
biotecnolégico de fungos filamentosos pertencentes a ordem Mucorales na producéo
microbiolégica de quitosana. Fai et al., (2011) cultivaram Mucor circinelloides em meio
contendo yam bean e obtiveram 64 mg/g quitosana/biomassa em apenas 24h de cultivo.
Resultados similares foram reportados por Batista et al., (2013), que obtiveram 62.44 mg/g
de quitosana/biomassa por S. racemosum em meio formulado com milhocina. Berger et al.,
(2014) obtiveram 33.13 mg/g de quitosana/biomassa por C. elegans e 49.31 mg/g de
quitosana/biomassa por R. arrhizus em meio formulado por milhocina e melaco. Leite et al.,
(2015) utilizaram a mesma cepa S. racemosum do presente estudo e obtiveram 25,0 mg/g
de quitosana/biomassa em meio formulado por bagaco de cana e milhocina. Em estudos
mais recentes, Berger et al., (2018) obtiveram 37,25 mg/g de quitosana utilizando a mesma

cepa de C. elegans do presente estudo. Tais resultados evidenciam a versatilidade de
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utilizacdo de Mucorales na producao biotecnoldgica de biopolimeros quitina e quitosana,
entretanto, a formulagdo do meio e condicbes de cultivo podem influenciar
consideravelmente no rendimento final do bioproduto.

O método de obtencao de glicosamina utilizado no presente estudo foi proposto por
Soltani, Karimi, Zamani, (2017), onde os autores relataram a otimizacdo do processo de
hidrolise acida do material alcali-insolivel (MAI) de origem fangica, através de um
planejamento fatorial usando a metodologia de superficie de resposta. Os autores
concluiram que a condicdo Otima para a hidrélise acida foi utilizando HCI na concentragédo
de 12M (ou seja, 37%), em banho maria aquecido a 70°C por 3,5h. Neste ensaio, Soltani,
Karimi, Zamani, (2017) obtiveram rendimento de 52,1% de glicosamina fungica em relacéo
ao material alcali-insolivel. Os ensaios para obtencdo de glicosamina fungica por
Mucorales ocorreram nas mesmas condi¢cdes 6timas sugeridas pelos referidos autores, e

0s resultados mostraram-se positivos (Tabela 04).

Tabela 04: Producao de glicosamina por Mucorales em meio formulado com subtratos

alternativos
Meios C. elegans R. ahrrizus S. racemosum
Glicosamina Rendimento Glicosamina Rendimento Glicosamina Rendimento
bruta (mg/g) (%) bruta (mg/g) (%) bruta (mg/g) (%)
1 (Santos et 102,18 51,09 143,20 71,60 67,50 33,75
al., 2013)
2 (Cardoso 120,06 60,03 83,68 55,78 71,87 47,91
et al., 2012)
3 (Berger et 63,08 31,54 68,73 45,82 121,20 60,60
al., 2014)
4 (Hesseltine 140,21 70,10 38,28 25,52 26,22 17,48
e Anderson,
1957)

No meio 1 (SANTOS et al.,, 2013), R. arrhizus obteve o melhor resultado, com
rendimento de 71,60% em relacdo ao MAI; no meio 2 (CARDOSO et al., 2012), C. elegans
obteve o melhor resultado, com rendimento de 60,03%, no meio 3 (BERGER et al., 2014)
o melhor rendimento foi de 60,6% para S. racemosum e no meio 4 (HESSELTINE ,
ANDERSON, 1957) o melhor rendimento foi de 70,10% para C. elegans. Omidvar, Karimi,
Mohammadi, (2016) ao utilizarem M. hiemalis, constataram através de HPLC que a

biomassa era muito rica em glicosamina, contendo 0.46 g/g AIM.
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Em relacéo a quantificacdo de glicosamina a partir da biomassa fungica, a literatura
geralmente discorre sobre a utilizagdo de métodos de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). Existem também relatos sobre a quantificacdo de glicosamina por
meétodos colorimétricos por espectrofotometria no UV-VIS. Porém, quase nao existem
relatos sobre a obtencéo de glicosamina fungica por hidrolise acida. Ainda, sobre a literatura
recente, é dificil encontrar relatos sobre obtencdo ou dosagem de glicosamina por micro-
organismos pertencentes a ordem Mucorales, como também praticamente inexiste relatos
sobre a producao de glicosamina a partir da bioconversédo de substratos renovaveis como

fontes nutricionais, o que confere o carater inédito ao presente trabalho.
3.3. Caracterizacdo estrutual das biomoléculas
A caracerizacao das biomoléculas se deu através da andlise por espectroscopia ao
raio infravermelho com acessoério de reflectancia total atenuada (ATR), onde foi possivel
observar a formacdo de bandas correspondentes aos grupos funcionais amida | e Il nas

regides entre 1029 a 1735 em todas as amostras nos quatros meios (figura 01).

Figura 01: Perfil espectroscopico das quitosanas obtidas por Mucorales no meio 1
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Figura 02: Perfil espectroscopico das quitosanas obtidas por Mucorales no meio 2
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Figura 03: Perfil espectroscopico das quitosanas obtidas por Mucorales no meio 3

0.0058 -

:' .':'- :':' ——‘\

10,0102 <

LE:

0,0104 -

12848 2845

P — 13832
0.0108 2330

TRANSMITANCE (%)

0.,0108 <

0,0110 ——

v

— 23 elegans)
— Q23 (R amhizus)
— Q3 { 5. racemosum)

{2

1594 1378

10249

T
4000 3500 3000

-1
Wavenumber (cm )

T T T T T T T T T
2500 2000 1500 1000 L]

3

Q3 = quitosana meio 3

76



77

Figura 04: Perfil espectroscopico das quitosanas obtidas por Mucorales no meio 4
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As regifes nas bandas 2836 e 2930 estéao relacionadas as vibracdes de alongamento
ofalifatico em CH. As regides nas bandas entre 3266 e 3382 estdo relacionadas ao
alongamento axial de OH sobreposto ao alongamento de NH. O grau de desacetilacdo (GD)
€ um dos parametros mais importantes relativos a caracterizacéo do biopolimero quitosana,
uma vez que gracas ao GD € possivel estimar o seu potencial de aplicacdo (ALJAWISH et
al., 2015). Todas as amostras apresentaram padrdo de quitosana bem similar e grau de
desacetilacdo em valores em torno de 75%, como mostra a tabela 05. Os dados obtidos
pelos picos no espectro das amostras sdo condizentes com os reportados na literatura para
a caracterizacdo de quitosana fuangica (CARDOSO et al., 2012; SANTOS et al., 2013;
BERGER et al., 2014; BERGER et al., 2018).
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Tabela 05: Grau de desacetilacdo (GD) das quitosanas obtidas por Mucorales em

meios contendo subtratos agroindustriais

Meios C. elegans R. ahrrizus S.racemosum
(%) (%) (%)
1 (Santos et al., 2013) 74,67 75,03 75,85
2 (Cardoso et al., 2012) 74,96 74,81 75,11
3 (Berger et al., 2014) 75,71 74,96 74,89
4 (Hesseltine e Anderson, 75,11 75,48 74,81
1957)

Tayel et al., (2014) defende o GD minimo a partir de 40% para que o biopolimero
seja caracterizado como quitosana e abaixo de 40% como quitina. Neste sentido, 0s
resultados demonstraram que o GD obtido est4 de acordo com o reportado na literatura
para quitosanas microbiologicas. (MOUSSA, TAYEL, AL-TURKI, 2013; OLIVEIRA et al.,
2014; BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA, 2018).

4. Conclusodes

Os resultados obtidos no presente estudo concluem que os meios formulados com
substratos renovaveis provenientes da agroindustria podem ser utilizados como fontes
nutricionais, proporcionando bom crescimento dos micro-organismos nos diferentes meios.
Neste contexto, o0 meio formulado com milhocina e mel sobressaiu-se aos demais, obtendo
valores de biomassa flungica maiores em relacdo aos outros trés meios. Neste meio, 0
micro-organismo C. elegans UCP 1306 apresentou valores elevados de quitina e quitosana
o melhor rendimento para a producéo de glicosamina enquanto no meio formulado com
milhocina e manipueira, S. racemosum UCP 1302 apresentou o melhor rendimento para
guitosana e glicosamina. A caracterizacdo estrutural por espectroscopia ao raio
infravermelho confirmou a estrutura das biomoléculas com elevado grau de desacetilacéo.
Tais resultados evidenciam que a utilizacdo de substratos renovaveis € extremamente
favoravel na formulacdo de bioprodutos, tornando a producéo biotecnoldgica mais versatil

e sustentavel.
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Resumo

Quitina é um biopolimero encontrado com grande ambundancia na natureza, compondo de
forma estrutural a carapaca de crustaceos e parede celular de fungos. O biopolimero
quitosana pode ser obtido a partir da quitina através da desacetilacdo por tratamentos alcali-
acido e pode ser empregada em diversos setores. A producdo destes biopolimeros por
crustaceos pode apresentar alguns problemas devido a grande quantidade de residuos
gerados no processo de extracdo, além de apresentar grandes quantidades da proteina
tropomiosina, responsavel por provocar reacdes alérgicas. Devido a isso, a produgao por
via microbiologica vem chamando a atencdo dos pesquisadores. Neste sentido, este
trabalho teve como objetivo produzir quitina e quitosana através de Cunninghamella
elegans UCP 1303, fungo pertencente a ordem Mucorales, utilizando milhocina e mel como
fontes nutricionais alternativas através do auxilio de um delineamento central composto

rotacional. Os resultados obtidos demonstraram que a melhor producdo de quitina foi na
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condicao 1 (93,70 mg/g) e a melhor producéo de quitosana foi na condi¢ao 10 (87,20 mg/qg)

e a andlise de variancia é significativa, validando assim os resultados.

1. Introducéo

Os biopolimeros quitina (B-1,4-N-acetil-D-glicosamina) e quitosana (B-1,4-D-
glicosamina) podem ser encontrados em ambundancia na natureza, compondo
estruturalmente a carapaca dos crustaceos e a parede celular de fungos (BARIKANI et al.,
2014; ALJAWISH et al., 2015; BERGER et al., 2018). A quitosana, obtida a partir da
desacetilacdo da quitina, possui diversos setores no qual pode ser aplicada
biotecnologicamente, dentre os quais estdo a remocdo e recuperacao de diferentes
residuos, biotransformacdo de pesticidas, degradacdo de corantes, aminoacidos e
proteinas, clareador em sucos, producdo de filmes biodegradaveis para fabricacdo de
embalagens e cosméticos e na area biomédica e farmacéutica devido a seu grande
potencial de inibir crescimento microbiano (BERGUER et al., 2016; ABDEL-GAWAD et al.,
2017; BATISTA, SOUZA NETO, PAIVA, 2018). Quitosana vem sendo amplamente
comercializadas no ramo de nutraceuticos, como suplemento alimentar para humanos
(NUTRYCAPS, 2019).

A producéo de biopolimeros por via microbiolégica vem sendo amplamente estudada
e discutida como fontes alternativas de matéria-prima, uma vez que a biomassa fungica
nao depende de fatores sazonais e esta disponivel em bancos de cultura. Processos de
fermentacdo podem ser simples e ter menores custos através da utilizacdo de substratos
alternativos como fontes nutricionais (TASAR et al., 2016; OMIDVAR, KARIMI,
MOHAMMADI, 2016; ABDEL-GAWAD et al., 2017; SOLTANI, KARIMI, ZAMANI, 2017). O
processo para extracao de quitosana fingica ndo necessita da etapa de desmineralizacéo
e é facilmente conseguida por tratamentos alcalinos e acidos suaves, tornando este tipo de
obtencdo um processo mais sustentavel e considerada como uma abordagem verde
(DHILLON et al., 2013, ABDEL-GAWAD et al., 2017), o que faz com que a producao
microbioldgica seja uma alternativa mais vantajosa em relacdo a obtencdo a partir da
matéria prima de crustraceos, que podem ocasionar problemas ao consumidor devido ao
seu potencial alérgico, além da carcinocultura ser altamente influenciada pela
sazonalidade, espaco para os processos de producao e formacao de residuos quimicos
oriundos do processo de extracdo (HOKKO CHEMICAL IND.CO., 2010; ARKION LIFE
SCIENCES, 2012). Além disso, a producdo microbiologica apresenta versatilidade na

utilizacdo de fontes nutricionais, uma vez que diversos fungos é capaz de metabolizar
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substratos e residuos provenientes da agroindustria que outrora poderiam ser descartados
no ambiente, minimizando assim grande parte dos impactos ambientais (GHORMADE,
PATHAN, DESHPANDE, 2017; BERGER et al., 2018). Neste sentido, o objetivo deste
trabalho é produzir quitosana microbioldgica através do fungo filamentoso Cunninghamella
elegans como fonte alternativa de matéria prima através da bioconversdo de susbtratos

renovaveis obtidos da agroindustria como fontes nutricionais.

2. Material e métodos

2.1. Materiais: Glicose, peptona, agar, hidroxido de sédio e acido cloridrico foram obtidos
a partir de Sigma-Aldrich. Os substratos agroindustriais e renovaveis foram cedidos por

industrias locais.

2.2.  Micro-organismos: Foi utilizado o fungo filamentoso Cunninghamella elegans UCP
1306, isolado do solo da Caatinga de Pernambuco, pertencente a ordem Mucorales e
disponivel no Banco de Culturas UCP da Universidade Catdlica de Pernambuco —
UNICAP — PE, situado no Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia
— NPCIAMB.

2.3. Meio de manutencao: Agar Sabouraud, composto por peptona — 10g/L, glicose —
40g/L e agar — 15¢g/L; pH 5,5; esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 minutos,

distribuido em placas de Petri e incubados a 28 °C.

2.4. Condi¢gdes de cultivo de C. elegans em meio formulado com substratos
agroindustriais através do auxilio de ferramenta estatistica: Foi realizado um
planejamento experimental do tipo delineamento central composto rotacional (DCCR)
de 22, com 8 ensaios sendo 4 repeticdes no ponto central. Os resultados dos efeitos das
variaveis independentes (milhocina e mel) sobre as variaveis resposta biomassa quitina
e quitosana foram analisados pelo software STATISTICA versdo 7.0 da StatSoft®. A
tabela 1 apresenta os niveis para as variaveis independentes milhocina e mel do

planejamento.
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Tabela 1 — Matriz contendo os niveis para as variaveis independentes

Fatores -1,41 -1 0 +1 +1,41
Milhocina (% viv) 3,17 4 6 8 8,83
Mel (%ov/v) 441 7 13,24 19,48 22,06

Neste sentido, a producao foi realizada utilizando frascos Erlenmeyer de 1000 mL com
volume util de 400 mL. Apds preparados, os meios tiveram o pH ajustado em 5,5 e foram
esterelizados em autoclave. Posteriormente foram inoculados 20 discos de 1 cm de C.
elegans em cada meio. Em seguida, os meios foram incubados em shaker com agitacao
orbital na velocidade de 150 rpm e mantidos em 28°C por 120h. Apés este periodo, o
material foi filtrado para separacdo da biomassa e liquido metabdlico e submetido a

determinacdes analiticas.

2.5.0btencao de quitina e quitosana: Para remover as proteinas e os lipidos da
biomassa, foram adicionados 40 mL de hidroxido de sédio (1 M) a cada grama de
biomassa e a mistura foi autoclavada a 121°C durante 20 min. Depois de esfriar até a
temperatura ambiente, o material alcali-insolavel (MAI) foi separado por centrifugacéo
(8000 rpm, 5 min, 6°C), lavado com agua destilada até a neutralizacao e liofilizado. Ao
material alcali-insoltvel neutralizado foi adicionado Acido cloridrico 1M (40 mL de &cido
para 1g de biomassa) e em seguida a mistura foi colocada em autoclave (100°C, vapor
fluente, por 15 minutos). Apés o resfriamento até a temperatura ambiente, o material
foi centrifugado (8000 rpm, 5 min, 6°C), a porcdo insoltuvel, denominada quitina, foi
lavada com agua destilada até a neutralizacéo de pH e liofilizada. O sobrenadante acido
teve seu pH ajustado para 9 e colocado em repouso a 4°C por 24h. Apés esse periodo,
o precipitado, denominado quitosana, foi lavada com agua destilada até a neutralizacédo
de pH e liofilizada (JIN HU., 1999).

3.2. Caracterizacdo estrutural das biomoléculas: A caracterizacdo estrutural das
biomoléculas quitosana e glicosamina foi realizada por espectrometria ao raio
infravermelho, através de espectrofotdmetro Shimadzu modelo IR Prestige-21, com
acessorio de reflectancia total atenuada (ATR). As amostras foram analisadas na regiao
de 4000 a 600 cm™ com 20 acumulagGes em modo de transmitancia. O grau de
desacetilagdo das amostras foi obtido através da metodologia proposta por Roberts

(1992), onde foi calculada a razdo da absorbancia A1655/A3450 pela equacéao:

DD % = (A1655/A3450). 100/1.33
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3. Resultados e discussao

3.1. Producao de biomassa, quitina e quitosana

Levando em consideracdo os dados de estudos anteriores (SOUZA et al., 2019), a
utilizacdo de substratos provenientes da agroindustia apresenta uma importante vantagem
na producao microbiolégica, uma vez que torna o processo produtivo menos oneroso. Neste
sentido, foi realizado um planejamento do tipo DCCR 22 com a finalidade de otimizar a
suplementacao das fontes nutricionais (milhocina e mel) na obtencéo de quitina e quitosana
fungica. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2 e demonstram a
versatilidade de C. elegans em converter substratos agroindustriais em bioprodutos de valor
agregado.

Tabela 2: Producédo de biomassa, quitina e quitosana por C. elegans

Componentes meio de cultura

Condicbes Milhocina Mel (%) Biomassa (g/L) Quitina Quitosana
(%)

(mg/g) (mg/g)
01 -1 -1 9,425 93,70 5,76
02 -1 +1 5,75 72,20 6,64
03 +1 -1 9,75 32,70 56,78
04 +1 +1 5,5 74,10 2.86
05 -1,41 0 6,82 58,30 73.60
06 +1,41 0 7,95 66,70 10.21
07 0 -1,41 9,1 89,90 12.35
08 0 +1,41 6,375 72,60 6.28
09 0 0 6,025 58,2 86,25
10 0 0 6,4935 57,3 87,20
11 0 0 6,8472 59,6 85,09
12 0 0 6,637 55,2 86,08

Valores para milhocina (% v/v): -1,41=3,17;-1=4;0=6; +1 =8; +1,41 = 8,83
Valores para mel (% v/v): -1,41 =4,41;-1=7;0=13,24; +1 = 19,48; +1,41 = 22,06
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Cardoso et al.,, (2012) obtiveram 29.30 mg/g de quitosana por R. arrhizus ao
utilizarem meio formulado com milhocina e mel. Em estudos anteriores (SOUZA, 2019),
obtiveram 43,6 mg/g utilizando R. arrhizus e 51,8 mg/g por C. elegans no mesmo meio
formulado por Cardoso et al., (2012), o que justifica a utilizacdo da ferramenta estatistica
DCCR para melhorar a producdo dos biopolimeros quitina e quitosana. Os resultados
obtidos demonstram que a condicdo 1 (milhocina 4% e mel 7%) apresentou o melhor
resultado para a producdo de quitina (93,7), a condicdo 3 (milhocina 8% e mel 7%)
apresentou a melhor producédo de biomassa (9,75 g/L) e condicao 10 (milhocina 6% e mel
13,24) apresentaram os melhores valores na producao de quitosana (87,2 mg/q).

A anadlise estatistica das variaveis resposta biomassa, quitina e quitosana foi
realizada utilizando o software STATISTIC verséo 7.0 da StatSoft®. Os dados obtidos foram
estatisticamente satisfatorios apresentando significancia quando analisados no nivel de
confianca de 95%, para as trés variaveis independentes, conforme demonstra as tabelas
03, 04 e 05 contendo a analise de variancia (ANOVA). A variavel biomassa apresentou
baixo erro puro de 0,0279674 resultando em um satisfatério coeficiente de regresséao de
0,89077. A variavel quitina apresentou um erro puro mais elevado (3,4025) e um coeficiente
de regressdo menor (0,69024), enquanto a variavel quitosana apresentou erro puro de
0,7469667 e coeficiente de regressédo de 0,83352, considerado satisfatorio.

Tabela 3. ANOVA obtida a partir do delineamento central composto rotacional (DCCR) 22
para interacdo das varidveis independentes (milhocina e mel) e varidvel dependente
(biomassa)

Fatores SIS DF MS F p R?:gorgfsftsn

(1)Milhocina(L) 0,34989 1 0,34989 12,5107 0,038445 -0,80317

Milhocina(Q) 0,79936 1 0,79936 28,5819 0,012799 0,08835

2Mel(L) 17,34232 . 1734232 6200899 0000142  -0,52705

Mel(Q) 1,79547 1 1,79547 64,1987 0,004058 0,01360

1L by 2L 0,08266 1 0,08266 2,9554 0,184080 -0,01152
Falta de ajuste 2,36592 3 0,78864 28,1985 0,010649

Erro Puro 0,08390 3 0,02797

Total SS 22,42846 11 0,34989 12,5107 0,038445

ANOVA,; Var.: Biomassa; R-sqr=,89077; Adj: ,79975; 2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=,0279674
DV: Biomassa
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Tabela 4. ANOVA obtida a partir do delineamento central composto rotacional (DCCR) 22
para interacdo das variaveis independentes (milhocina e mel) e variavel dependente
(quitina)

Fatores SS DF MS E P Regressn
Coeff.
(1)Milhocina(L) 278,723 1 278,7232 81,9172 0,002849 -24,2464
Milhocina(Q) 15,129 1 15,1290 4,4464 0,125527 0,3844
(2)Mel(L) 2,606 1 2,6059 0,7659 0,445911 -15,0727
Mel(Q) 762,129 1 762,1290 223,9909 0,000647 0,2803
1L by 2L 989,102 1 989,1025  290,6988  0,000439 1,2600
Falta de ajuste 903,181 3 301,0603 88,4821 0,001999
Erro Puro 10,208 3 3,4025
Total SS 2948,723 11

ANOVA; Var.: Quitina; R-sqr=,69024; Adj: ,43211; 2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error= 3,4025 DV:
Quitina

Tabela 5. ANOVA obtida a partir do delineamento central composto rotacional (DCCR) 22
para interacdo das variaveis independentes (milhocina e mel) e varidvel dependente
(quitosana)

Fatores ss DF MS F P Regressn
Coeff.
(WMilhocina(L) 224,79 1 224,79 300,94 0,000417 83,959
Milhocina(Q) 3694,08 1 3694,08 494545  0,000006 -6,006
(2)Mel(L) 474,69 1 474,69 635,50 0,000137 32,772
Mel(Q) 10404,50 1 10404,50  13929,00  0,000001 -1,036
1L by 2L 750,76 1 750,76 1005,08  0,000069 -1,008
Falta de ajuste  2704,82 3 901,61 1207,02  0,000040
Erro Puro 2,24 3 0,75
Total SS 16260,16 11

ANOVA,; Var.: Quitosana; R-sqr=,83352; Adj: ,69478; 2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=,7469667
DV: Quitosana

A andlise do diagrama de Pareto (figuras 1, 2 e 3) mostra os efeitos e interagéo das
variaveis independentes milhocina e mel para as variaveis resposta biomassa, quitina e
quitosana produzida por C. elegans. Os efeitos estimados s&o estatisticamente
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significativos quando estédo a direita da linha tracejada vertical (P = 0,05) e evidenciam os
dados apresentados pela ANOVA.

Figura 1. Diagrama de Pareto para planejamento DCCR 22 com duas variaveis
independentes (1) milhocina (2) mel, tendo como variavel resposta biomassa.

DV: Biomassa
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A analise do diagrama de Pareto, ilustrado na figura 1, confirma que o mel teve o
mais significativo, porém negativo, na interacdo linear, enquanto na interacao
ratica apresentou efeito significativo positivamente. A milhocina apresentou efeitos
s tanto na interacdo linear quanto quadratica. Entretanto, a interacao das variaveis

ao apresentou efeitos satisfatérios estatisticamente.

Figura 2. Diagrama de Pareto para planejamento DCCR 22 com duas variaveis
independentes (1) milhocina (2) mel, tendo como variavel resposta quitina.
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A analise do diagrama de Pareto, ilustrado na figura 2, confirma que o mel teve efeito
significativo positivo na interagcdo quadratica, enquanto na interacao linear ndo apresentou
efeito significativo. A milhocina apresentou efeito negativo na interacdo linear, porém na
interacdo quadratica ndo apresentou significancia. Entretanto, a interacdo das variaveis
apresentou efeitos positivos e satisfatérios estatisticamente.

Figura 3. Diagrama de Pareto para planejamento DCCR 22 com duas variaveis
independentes (1) milhocina (2) mel, tendo como variavel resposta quitosana.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Quitosana
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=,7469667
DV: Quitosana

Mel(Q) 118,021

p=,05

Milhocina(Q) 70,3239

1Lby2L 31,703

(2)Mel(L) -25209

(1)Milhocina(L) AT7.3477

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

A andlise do diagrama de Pareto, ilustrado na figura 3, confirma que todas as
interagcBes apresentaram significancia estatistica, porém negativas. Embora todos os dados
apresentem significancia dentro dos niveis de confian¢a e os coeficientes de regressao das
variaveis resposta biomassa e quitosana estejam proximos de 0,9, uma otimizacdo dos
processos produtivos se faz necessaria a fim de melhorar a interacdo das variaveis
independentes.

4. Conclusdes

Os resultados obtidos no presente estudo concluem que o meio formulado com
milhocina e mel além de favorever a utilizacdo de substratos renovaveis, proporciona

resultados satisfatérios para a producdo dos biopolimeros quitina e quitosana,
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apresentando significancia a nivel estatistico. Estudos futuros sobre a caracterizacao e

aplicacdo das biomoléculas devem ser considerados.
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CONCLUSOES GERAIS

Os fungos filamentosos pertencentes a Ordem Mucorales apresentam grande
potencial biotecnolégico na producdo e obtencdo de biopolimeros quitina e
guitosana;

A hidrélise acida como tecnologia de conversdo de quitosana em glicosamina €
eficiente de acordo com métodos descritos na literatura;

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo condizentes aos relatados por
diversos autores na producao de quitosana e glicosamina;

Substratos alternativos renovaveis sao bem aproveitados como fontes nutricionais
pelos micro-organismos utilizados neste trabalho;

A bioconversdo destes substratos além de gerar economia na matéria-prima é
sustentavel e considerada como uma tecnologia verde e eco-amigéavel,

Maiores concentracdes de quitosana e glicosamina podem ser obtidas através de
otimizacao do processo produtivo.
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ANEXOS
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