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RESUMO

Investigacbes foram realizadas com fermentacdo submersa de Rhizopus
arrhizus para producao de biomassa e dos co-polimeros quitina e quitosana, através
do cultivo em meio sintético para Mucorales e milhocina, como substrato alternativo.
Neste sentido, foram realizadas fermentagdes em frascos de Erlenmyers de 250 mL
de capacidade, contendo 50 mL dos meios, foram inoculados em duplicatas com 1%
de uma suspensdo de 10’/esporos por mL, incubados sob agitacdo orbital de 150rpm.
A cada 24 h foram realizados conteudo em biomassa, consumo de glicose, além da
estimacéao e caracterizacdo de quitina e quitosana e o pH foi monitorado no decorrer
dos estudos (96h). Os dados obtidos foram validados utilizando uma analise por
regressao nao linear, visando explorar o potencial e versatilidade dos mucorales na
producao dos co-polimeros. Os resultados obtidos com o meio sintético para
Mucorales demonstraram um aumento maximo de biomassa com 72 h de cultivo
submerso. A glicose foi totalmente consumida pelo metabolismo do fungo com 96h,
com pH 3,2 e consequente estagio de declinio celular. A produgdo maxima de quitina
e de quitosana por R. arrhizus foi de 73,5 mg e 158 mg, respectivamente, por grama
de biomassa em 48 h de cultivo, com velocidade maxima de crescimento de pMax
0,036 " tempo de geragdo de 4,6 h. Por outro lado, o cultivo submerso de R.
arrhizus em milhocina, nas concentracdes de 4,8 e 16%, como meio alternativo e de
baixo custo, demonstrou crescimento maximo de 16,8 g/L, na concentracao de 8% de
milhocina, observando-se uMax 0,064™". Altos rendimentos de quitina (575mg/g de
biomassa) e quitosana (416 mg/g de biomassa) foram obtidos com milhocina a 8%,
com 72 h de cultivo, respectivamente, e pH variando de 6,5 para 8,2. Todos 0s co-
polimeros isolados foram caracterizados pelo indice de cristalinidade e espectro de
absor¢cdo ao raio infravermelho, confirmando um alto grau de pureza quando
comparados aos padrdes de quitina e quitosana. Os dados obtidos experimentalmente
de producao de quitina e quitosana foram validados pela estimativa de regressdo nao
linear, demonstrando um bom ajuste das equagdes e reprodutibilidade. Os resultados
com a fermentagdo submersa de R. arrhizus comparando milhocina a 8% com o meio
sintético para Mucorales observou-se um aumento consideravel de 782% e 263%,
respectivamente, para a producao de quitina e quitosana. Assim, os resultados obtidos
sugerem R. arrhizus como fonte de produgdo dos co-polimeros, como também a
milhocina, considerando o potencial nutritivo e o baixo custo.

Palavras-Chave: Quitina, Quitosana, Rhizopus arrhizus, Milhocina, Meio sintético para

Mucorales.
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ABSTRACT

Inquiries had been carried out with submerged fermentation of Rhizopus arrhizus for
production of biomass and copolymers chitin and chitosan, using the culture in
synthetic medium for Mucoralean and corn steep liquor, as alternative substratum. In
this direction, fermentations in Erlenmyers flasks of 250mL had been carried out,
contend 50 mL of the media had been inoculated in duplicates with 1% of a suspension
of 10”/spores/mL, incubated under orbital shaker of 150rpm. To each 24 h had been
carried out the content in biomass, glucose consumption, production and
characterization of chitin and chitosan, and pH was monitored in elapsing of the studies
(96h). The dates had been validated using an analysis for not linear regression, aiming
at to explore the potential and versatility of Mucoralean in the production of
copolymers. The results obtained with the synthetic medium for Mucoralean had
demonstrated a maximum increase of biomass at 72 h of submerged culture. The total
of glucose total was consumed by the metabolism of fungus at 96h, with pH 3,2 and
consequence period of behavior of cellular decline. The maximum production of chitin
and chitosan was 73.5mg and 158 mg, respectively, for gram of biomass with 48 h of
cultivation, and maximum speed of growth of uMax 0.036 (h-1) and generation time of
4.6". On the other hand, the submerged culture of R. arrhizus in corn steep liquor,
concentrations of 4, 8 and 16%, as alternative medium and of low cost showed
maximum growth of 16.8 g/L, in the concentration of 8% of corn steep liquor, observing
a puMax 0.064"™". High yields of chitin (575 mg/g biomass) and chitosan (416mg/g
biomass) could be achieved using the medium containing corn steep liquor at 8%, with
72 h of cultivation, respectively, and pH varying of 6.5 to 8.2. All the isolated
copolymers in both culture media were characterized by index of crystallinity and
absorption to the infra-red ray peaks, and were confirmed using the chitin and chitosan
standards. The experimental data obtained with chitin and chitosan were validated by
the estimation of not linear regression, demonstrating to a good adjustment of the
equations and reproducibility. The results with the submerged fermentation of R.
arrhizus were compared corn steep liquor at 8% with synthetic medium for Mucoralean
fungi, and was observed an increase of 782% and 263% respectively, for chitin and
chitosan production. The results obtained suggest R. arrhizus as source of production
of the copolymers and as well as the corn steep liquor, considering the nutritional
potential and the low cost.

Key words: Chitin, Chitosan, Rhizopus arrhizus, Corn steep liquor, Synthetic medium

for Mucorales.
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1.1 Introdugao

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre sob a forma de polissacarideos
e sdo polimeros de alta massa molecular. Os polissacarideos, também denominados de glicanos,
diferem entre si na identidade de suas unidades monossacaridicas encontradas em cadeias
carbdnicas, nos tipos de ligagdo que os unem, no comprimento de suas cadeias e, ainda, no
tamanho de suas ramificagdes (LEHNINGER et al., 1995; LEHNINGER, 2002). A quitina € um
homopolissacarideo que apresenta o mesmo tipo de unidade monomeérica e, com excec¢ado da
celulose, é o polissacarideo mais abundante e largamente distribuido na natureza, sendo um
elemento estrutural encontrado especialmente em animais invertebrados e na parede celular de
fungos (KENT, 1964; KAFETZOPOULOS, 1993; CAMPOS-TAKAKI, 2005).

A quitina ocorre no ambiente como material bruto de baixo custo e com grande aplicagao
industrial (como aditivo nas industrias de papel e téxtil), com aplicagdo médica (anticoagulante do
sangue, na agregacao das células leucémicas), em produtos farmacéuticos (em membranas
artificiais e meios de culturas), em produtos fotograficos, preparagcdes para fabricagdo de vidros e
plasticos, servindo também como suporte insoluvel em agua na imobilizacdo de enzimas e células
(MATHUR et al., 1990; MUZAZARELLI, 1997; MATO et al., 2004).

As fontes tradicionais de obtencdo de quitina é a utilizam exoesqueletos de crustaceos,
processamento de lagostas, camardes e caranguejos. Entretanto, varios problemas relacionados
com os locais de confinamento, a viabilidade dos produtos, a época do ano e o processamento em
larga escala, associados a conversdao quimica da quitina em quitosana, limitam o potencial
industrial desse polimero (ASHFORD et al., 1977; MUZZARELLI, 1977; FRANCO et al., 2004).

A quitosana é derivada da desacetilacdo da quitina (poli-(1-4)-2-acetamida-2deoxi-3-D-
glicano), podendo o grupo N-acetil sofrer varios graus de desacetilagdo, gerando, assim, diversos
derivados da quitosana. A molécula da quitosana (poli-beta-(1-4)-D-Glicosamina) tem um grupo
amino e um grupo hidroxila, os quais podem ser modificados pelo uso de drogas, modificando as
propriedades da quitosana. O processo de biotransformacédo da quitina em quitosana ocorre por
reacbes de desacetilagdo, sendo o processo inverso regulado metabolicamente, ou seja, a

acetilagdo, transformando a quitosana em quitina caracterizando, assim, estes polissacarideos
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como co-polimeros interdependentes (SANO et al, 1991; SHEPHERD et al., 1997;
THARANATHAN e KITTUR, 2003; CAMPOS-TAKAKI, 2005).

A ampliagdo dos conhecimentos sobre a capacidade biossintética dos microrganismos
permitiu o desenvolvimento da biotechologia e da expansdo na aplicacdo de produtos. Estas
perspectivas, associadas aos produtos de alto valor agregado e de interesse industrial, tém
conduzido nos ultimos anos a investigagbes e desenvolvimento de modelos que constituem as
bases das novas tecnologias para processos unitarios de origem microbiana (ROBERT et al.,
1991; CAMPOS-TAKAKI, 2005).

Assim, os fungos constituem um grupo de organismos, cuja importancia para a
humanidade tem sido reconhecida ha mais de um século. Sao microrganismos importantes como
agentes primarios decompositores no ciclo do carbono, nitrogénio e de outros nutrientes da
biosfera, e na deterioragcdo de materiais e produtos uUteis. Podem, também, ser causadores de
sérias doengas em plantas e animais, incluindo seres humanos, mas ndo somente por seu ataque
direto ou invasivo, mas também, indiretamente, através de substancias excretadas e toxinas. Os
fungos representam, ainda, um grupo de elevado interesse pratico e cientifico na area da
biotecnologia, destacando-se o grupo pertencente a Ordem Mucorales, Classe Zygomycetes,
principalmente, pela presencga de quitina e quitosana em suas paredes celulares.

Entretanto, a habilidade dos fungos em produzir substancias ndo se limita a atividades
deletérias, mas inclui a produgdo de muitos produtos importantes na industria de alimentos,
farmacos, entre outros. O homem pode controlar em certa extensao as atividades dos fungos,
prevenindo sua acao deletéria e promovendo a utilizagdo do seu potencial na obtencdo de
produtos de alto valor agregado a partir do seu metabolismo fisiolégico e bioquimico (GRIFFIN,
1994; PELCZAR et al., 1996; CAMPOS-TAKAKI, 2005).

O fungo Rhizopus arrhizus selecionado para este estudo, pertence a Ordem Mucorales,
Classe Zygomycetes, cujas espécies apresentam quitina e quitosana em suas paredes celulares,
sendo este fator, uma caracteristica fisioldgica utilizada como carater significativo na taxonomia e
filogenia desses organismos (BARTINICK-GARCIA, 1994; CAMPOS-TAKAKI, 2005).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo de quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus utilizando o meio sintético

para Mucorales e milhocina, residuo da industria alimenticia tendo em vista sua rica composicao

em mateéria organica.

1.2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer a cinética de crescimento de R. arrhizus no meio sintético para Mucorales € no
meio contendo residuo industrial com diferentes concentragoes;

Avaliar a produgcdo de biomassa por R. arrhizus no meio sintético para Mucorales e
relacionar com a producgao de quitina e de quitosana;

Avaliar a produgdo de biomassa por R. arrhizus no meio contendo diferentes
concentracdes de milhocina e relacionar com a produgao de quitina e quitosana;

Avaliar o consumo dos substratos com a velocidade de producéo de quitina e quitosana;
Extrair e isolar os co-polimeros quitina e quitosana da biomassa produzida;

Caracterizar os biopolimeros quitina e quitosana por meio de espectroscopia de
Infravermelho - IR e difracdo em raios X;

Evidenciar a validagdo dos dados obtidos através do coeficiente de correlagéo da variancia

explicada no ajuste do modelo aos dados experimentais.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Fungos

Os fungos sao microrganismos unicelulares ou multicelulares formados por células
eucaridticas. A parede celular é rica em quitina, além de galactose e manana, e alguns também
podem apresentar celulose (B-1,4-glucana), caso dos Oomycota. De um modo geral, os fungos
sdo microrganismos aerobios, entretanto alguns estdo envolvidos diretamente nos processos
fermentativos. As formas unicelulares podem formar estruturas alongadas, em condigdes
especiais, denominadas de pseudo-hifas. As formas filamentosas, consideradas as mais
numerosas, apresentam-se como células tubulares, denominadas de hifas, sendo o conjunto de
hifas denominado de micélio. O micélio geralmente € bem desenvolvido, cenocitico, com septos
ocorrendo de modo esparso, principalmente com o envelhecimento da colénia (TRUFEM, 2000).
As hifas podem ser continuas, simples ou ramificadas, sendo também nédo septadas (cenociticas),
ou septadas (apociticas) (BARTINICK-GARCIA, 1994; NASCIMENTO, 2006).

Atualmente, foram descritas aproximadamente 70,000 espécies de fungos; porém,
algumas estimativas de numeros totais sugerem que existam 1.5 milhdes de espécies. As mais
recentes classificagdes taxondmicas dos fungos verdadeiros incluem os Filos Ascomycota,
Zygomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e fungos mitospéricos (HAWKSWORTH et al.,
1995). A moderna classificagdo taxondbmica para os fungos tem como base a introdugao de
técnicas envolvendo a biologia molecular, tais como a analise de proteinas, carboidratos, sonda
de DNA, caracterizacdo molecular e analises genbmicas. Muitas modificagdes tém sido
introduzidas no sistema de identificagdo dos fungos, causando conflitos entre os micdlogos e os

fitopatologistas, uma vez que trabalham com diferentes especificidades (NASCIMENTO, 2006).

1.3.2 Zygomycetes

Os Zygomycetes constituem grupo de fungos saprobios por exceléncia em matéria
organica em decomposicdo, bem como fezes de herbivoros, sendo conhecidas espécies
coproéfilas obrigatorias e facultativas. Alguns poucos géneros sao reconhecidos como
apresentando espécies parasitas de plantas superiores, outros atacam graos, legumes e frutos
estocados. Ha casos relatados de micoses profundas (sistema nervoso central, pulmbes, globo

ocular) em pessoas imunodeprimidas por tratamentos quimioterapicos ou em portadores do virus
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HIV. Ha ainda um grupo micorrizico, representados pela Ordem Glomales, simbiotréficos
obrigatérios e mutualistas com plantas que os hospedam (ALEXOPOULQOS et al. 1996; TRUFEM,
2000).

Os Zygomycetes estdo representados por seis ordens, Mucorales, Glomales,
Entomophthorales, Kickexellales, Endogonales e Dimargaritales, das quais as duas primeiras sdo
mais conhecidas, quer em fungdo do numero de representantes, em fungdo do nicho ecoldgico
ocupado, das técnicas de isolamento desenvolvidas para seu estudo. A Ordem Mucorales abriga
individuos geralmente saprobios ou parasitos fracos, e a ordem Glomales caracteriza-se pelos

representantes obrigatoriamente simbiotréficos mutualistas (ALEXOPOULQOS et al., 1996).

Mucorales € a ordem com maior numero de representantes (299 espécies),
(HAWKSWORTH et al., 1995), sendo também conhecidos como fungos do agucar, uma vez que
sua capacidade de degradacao limita-se as moléculas de estrutura mais simples, como glicose e
sacarose. Assim, seus representantes sdo os primeiros fungos a colonizar um substrato,
crescendo rapida e exuberantemente, com micélio denso e conspicuo, chegando a atingir 2-3 cm
de altura. Consumidos os agucares primarios, cedem lugar na sucessao aos fungos com bagagem
enzimatica mais complexa, ndo sem antes deixar sobre o substrato e adjacéncias seus milhdes e
bilhdes de esporos (HESSELTINE e ELLIS, 1973). A Ordem Mucorales abriga 13 familias:
Chaetocladiaceae (dois géneros, sete espécies), Choanephoraceae (trés géneros, cinco
espécies), Cunninghamellaceae (um género, Cunninghamella, sete espécies), Gilbertellaceae (um
género monoespecifico), Mortierellaceae (sete géneros, cento e seis espécies, sendo que o
género Mortierella abriga cerca de noventa espécies), Mucoraceae (vinte géneros, cento e vinte e
duas espécies, sendo os principais géneros Absidia, Circinella, Mucor, Rhizopus, Zygorhynchus),
Mycothyphaceae (dois géneros, seis espécies), Phycomycetaceae (um género, Phycomyces, com
trés espécies), Pilobolaceae (irés géneros, treze espécies, sendo Pilobolus o mais conhecido),
Radiomycetaceae (dois géneros, quatro espécies), Sakseneaceae (um género monoespecifico),
Syncephalastraceae (um género, Syncephalastrum, com duas espécies) e Thamnidiaceae (doze
géneros, vinte e duas espécies, sendo mais conhecidos os géneros Thamnidium e
Thamnostylum), (HAWKSWORTH et al., 1995).
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1.3.3 Rhizopus arrhizus

Rhizopus sao fungos filamentosos, cosmopolitas, sendo encontrados no solo ou
decompondo frutas, legumes, fezes de animais e alimentos. Algumas espécies deste género sao
contaminantes comuns, também sao ocasionais causadores de sérias, e frequentemente fatais,

infeccoes em humanos. Algumas espécies sao consideradas fitopatogénicas (TRUFEM, 2000).

No género Rhizopus sdo descritas varias espécies, sendo as mais comuns Rhizopus
arrhizus, Rhizopus azygosporus, Rhizopus microsporus, Rhizopus schipperae e Rhizopus
stolonifer. Algumas caracteristicas morfolégicas, como o comprimento dos rizoides e
esporangioforos, o diametro dos esporangios, a forma da columela, o tamanho, a forma e a
textura dos esporangiosporos auxiliam na diferenciagédo das espécies do género. A temperatura

de crescimento é variavel entre as espécies (ALEXOPOULOS et al., 1996).

A morfologia do género Rhizopus é realizada em relagédo ao crescimento rapido (quatro
dias), a textura da colbnia, a coloragéo inicialmente branca, passando para cinza com a idade,
hifas ndo septadas (cenociticas) e estruturas de reprodugcédo, como esporangio, esporangiosporos
e os esporos (NASCIMENTO, 2006).

1.3.4 Aplicagoes biotecnolégicas do Rhizopus arrhizus

Estudos realizados por Pochanavanich e Suntornsuk (2002), descrevem a significativa
producao de quitosana por R. arrhizus evidenciando o potencial biotecnoldgico desse fungo, na
producao desse biopolimero, ao comparar com os resultados obtidos por fungos das espécies

Aspergillus niger, Zygosacharomyces rouxii e Candida albicans.

Rhizopus arrhizus anteriormente, Rhizopus oryzae € um importante microrganismo que ao
metabolizar carboidrato, produz acido lactico. Varios subprodutos, tais como acido malico, acido
fumarico, acido férmico, acido propidnico e etanol, podem ser produzidos simultaneamente dentro
da fermentacao lactica. (SKORY et al., 1998; ZHANG et al., 2006). Entre estes subprodutos, o
acido fumarico e o etanol sdo os dois principais (LONGACRE et al., 1997; JIN et al., 2003). Estes
subprodutos podem afetar, significativamente, o rendimento do acido lactico. Como o carbono e
os demais nutrientes podem competir durante o metabolismo do microrganismo para a sintese

desses compostos, a presenga dos subprodutos pode afetar a qualidade do acido lactico
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produzido (ZHANG et al., 2006). Estudos realizados por Magnuson e Lasure (2004) sugerem que
a reducdo na producdo dos subprodutos que interferem na qualidade do acido lactico € um passo
importante no processo de fermentagdo lactica promovida por este microrganismo, evitando,

dessa maneira, os custos elevados nos processos de separacgao e purificagdo do acido produzido.

Outra aplicagao biotecnolégica dos fungos ocorre nos processos de biorremediagéo, onde
estes microrganismos séo bastante utilizados na biorremogao de metais pesados, tanto na forma
ativa, como na forma inativa (TZESOS e VOLESKY, 1982). Cervantes et al., (2001), analisando a
interacdo do Cromo com microrganismos e plantas, afirmam que os fungos, especialmente o
R. arrhizus, apresentam consideravel compatibilidade com este metal, revelando potencial
biosortivo. Rosche et al. (2001), testando o potencial de bioconversdo do benzaldeido em
fenilacetilcarbinol, substancia precursora de efedrina e pseudo-efredina, relatam significativos
resultados de crescimento micelial e de conversao da substancia estudada por R. arrhizus. A
aplicagdo de técnicas biotecnolégicas tem sido utilizada como um meio de biodegradacéao de
residuos organicos no meio ambiente. Estas técnicas, inovadoras, contribuem como uma
alternativa para solugdo de tratamento de rejeitos soélidos produzidos pela acdo do homem na
natureza. Zhang et al. (2006), avaliando a importancia da fonte de nitrogénio em diferentes meios
de cultivo, para a producao de biomassa e eficiéncia na producdo de acido lactico, afirma que o R.
arrhizus apresenta condigbes satisfatérias na bioconversdo de residuos sélidos utilizados no

experimento

1.3.4 Quitina: consideragoes gerais

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza. E sintetizado,
principalmente, por fungos, nematddeos e artropodes. Alguns pesquisadores consideram a quitina
como um derivado da celulose porque ambas partem de uma estrutura molecular semelhante
(MERZENDORFER, 2005). A celulose diferencia-se da quitina por apresentar um radical que
contém uma hidroxila no carbono da posicdo dois da cadeia monomérica, enquanto que na
quitina, neste carbono, ocorre a presenga do radical acetamida. A quitina e a celulose possuem
funcdes semelhantes. Os dois polimeros servem, principalmente, como componentes estruturais
do arcabougo celular. A quitina estd presente na parede celular dos fungos
(SYNOWIECKY e AL-KHATEEB, 1997) e nas células do exoesqueleto dos artrépodes, conferindo
assim o carater de rigidez a estas estruturas. A celulose desempenha papel semelhante nas
células dos vegetais (LEHNINGER et al., 1995; ALEXOPOULOS et al., 1996; DALLAN, 2005).
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A quitina € um polimero linear composto por (poli-(1-4)-2-acetamida-2desoxi-3-D-Glucana)
(SANO et al., 1991; SHEPHERD et al., 1997), que, de forma espontanea, se une em microfibrilas
de didmetros e comprimento variados apods a sintese do polimero, sendo transportadas para o
espaco extra celular. As microfibrilas sdo unidas por pontes de hidrogénio entre os grupos amino e
carbonila da cadeia carbbnica. Analise de difragao em raios X mostra o polimorfismo da quitina,
apresentando trés diferentes formas cristalinas: a, b e ¢ (RUDALL e KENCHINGTON, 1973;
KRAMER e KOGA, 1986; IMAI et al., 2003). As trés variantes morfoldgicas da quitina diferem
entre si, principalmente, pelo grau de hidratagédo, pelo tamanho das unidades e do numero de
cadeias por célula. Na primeira forma, todas as cadeias exibem uma orientagdo antiparalela; na
segunda forma, as cadeias obedecem a um paralelismo; na terceira forma, as cadeias se dispdem
em duplas paralelas, alternadas por uma antiparalela. O arranjo antiparalelo das cadeias permite o
empacotamento mais compacto das microfibrilas que corresponde a dez ou mais polimeros
estabilizados por um alto nimero de ligagdes de pontes de hidrogénio (IMAI et al., 2003).
Contudo, a terceira forma tem sido objeto de analises detalhadas e, ndo se tem comprovado se
esta conformacao estrutural representa uma estrutura verdadeira, ou € apenas uma variagdo das
formas a e b (RUDRAPATNAM e FAROOQAHMED, 2003). (Figura 1).

RAVAV VAV AL VAV VAL 4
RAVAVVACA S VAV VA ACAS

' N

Figura 1 Arranjo molecular das cadeias de quitina nas formas a. e 8
(RUDRAPATNAM e FAROOQAHMED, 2003)
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1.3.5 Sintese e caracterizagao de Quitina e de Quitosana

A quitina € um polimero linear, composto por N-acetilglicosamina, unido por uma reagéo
quimica, catalisada pela agao de uma enzima glicosiltransferase - a quitina sintetase. A formagao
da quitina pode ser dividida em trés etapas distintas (Figura 2). Na primeira, ocorre a agao
catalitica da enzima no espacgo citoplasmatico para a formacao do polimero. A segunda etapa
envolve a translocagao do polimero formado, pela membrana citoplasmatica, e sua deposi¢cao no
espaco extracelular. A terceira etapa completa o processo, unindo espontdneamente os polimeros
em microfibrilas cristalinas. Em reagdes subsequentes, as microfibrilas se combinam com outros
acucares, proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos para formar as paredes celulares presentes
nas hifas dos fungos e nos exoesqueletos dos artrépodes, como também cuticulas e matrizes
peritréficas, verificada em crustaceos e insetos (MUZZARELLI, 1977; MERZENDORFER, 2005)

Quitina oli o
o igomerizagio
~ g ¢ C - Terminal

N - Terminal

Extracelular

UDP-GIcNAc UDP

Figura 2 Biossintese da quitina descrita por Merzendorfer (2005)

Nos insetos, a sintese de quitina é essencial para o crescimento e o desenvolvimento
somatico, uma vez que este polissacarideo forma a estrutura cuticular do exoesqueleto que é
produzido e substituido, regularmente, a cada ecdise destes seres vivos (MUZZARELLI, 1977;
ZIMOCH e MERZENDOREFER, 2002).
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A sintese bioldgica de quitina é calculada em torno de 1 bilhdo de toneladas/ano. A
estimativa mundial para a producdo de quitina a partir de carapacgas de crustaceos é de 50.000
toneladas/ano. A disponibilidade mundial de quitina é estimada em 40.000 toneladas/ano
(DALLAN, 2005).

A quitina e a quitosana, derivadas através do mecanismo de desacetilagdo, apresentam
propriedades que as tornam Uteis para uma variedade de aplicagdes (Figura 3). A fonte comercial
de quitina tem sido a carapaca de moluscos, de camarao, do “krill” antartico, de caranguejos e
lagostas, contudo, o isolamento industrial deste polimero é limitado pelos problemas sazonais, e
pela poluicdo ambiental causada pelo descarte de grandes quantidades de residuos provenientes
do processamento industrial. Além disso, outro fator limitante trata-se dos custos elevados da
producao, correspondendo 10 gramas de quitosana a faixa de mercado aproximado de sete
ddlares e cinqiienta centavos (U$ 7,50) (CRAVEIRO et al., 1999; FRANCO et al., 2004).

Quitina deacetilase

QUITINA > OUITOSANA
Quitinase
Lisozima Quitosanase
v v
Oligossacarideos de quitina Oligossacarideos de quitosana

N-acetil-B-D- Quitosanase
glicosaminidase

D-glicosamina

N-acetil-D-glicosamina

Figura 3 Mecanismos de producgdo de quitina e quitosana e principais enzimas envolvidas.
(COSTA SILVA et al., 2006) modificado.



Cardoso, A. Produgéo de Quitina e Quitosana em cultura submersa... 27

Além das fontes de obtencido da quitina citadas anteriormente, outras fontes
naturais sao utilizadas para producao desse polissacarideo, tais como algas verdes,
algas marrons, fungos, leveduras, escorpibdes, aranhas, formigas, besouros, anelideos
e celenterados (DALLAN, 2005). A Quitina apresenta grande variedade de usos,
principalmente na industria téxtil, alimenticia e de cosméticos. Entretanto, sua maior
aplicagao encontra-se na producao de quitosana (Figura 4), que vem sendo utilizada
em diferentes setores da produgao tecnolédgica (SINGLA e CHAWLA, 2001).

A quitosana é um polissacarideo natural composto por unidades de beta (1-4)-
D-glicosamina, originada da desacetilagdo da quitina (SINGLA & CHAWLA, 2001; DEE
et al, 2001). E soltvel em meio acido (pH <5,5) devido & presenca de grupos amino,
livres ao longo da cadeia do polimero. A presenca destes grupos amino permite a
sintese de diferentes derivados da quitosana (KHAN et al., 2002; FRANCO et al.,
2004).

oo OH:’H\,O_-}A. N :} Hogz\;””’jo--h
c==< 0:(\ OH

quitina quitosana

Figura 4 Estruturas moleculares da quitina e da quitosana (Dallan, 2005)

A quitosana nao pode ser considerada uma molécula uniforme e sim um grupo
de polimeros parcialmente desacetilados, dos quais os que apresentam grau de
desacetilacdo acima de 50% podem ser considerados como quitosana (CRAVEIRO et
al., 1999). As aplicacdes e caracteristicas da quitosana dependem fundamentalmente
do grau de desacetilagdo e do tamanho da cadeia polimérica. Para tanto, é exigido um
rigido controle das condigbes reacionais, as quais sdo0 essenciais para 0 processo em
escala industrial, considerando a necessidade de obtengdo de um polimero de cadeia

longa com grau de desacetilagéo na faixa desejada (DALLAN, 2005).

A producdo industrial da quitosana se faz por meio de reacbes de

desacetilacdo, utilizando substancias acidas como reagentes. Entretanto, nos ultimos
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anos, outras formas de desacetilagdo tém sido utilizadas, principalmente a
desacetilacdo microbiolégica através da enzima quitina deacetilase, proporcionando
excelentes rendimentos de quitosana (FELSE e PANDA, 1999; DALLAN, 2005).

A quitosana é uma fibra natural solivel em meio acido, cuja caracteristica
permite que este polimero possa ser utilizado na industria alimenticia, uma vez que as
enzimas envolvidas nos processos de hidrolise deste polissacarideo (lisozima, quitina
deacetilase, quitinase e quitosanase), estdo presentes nos organismos animais e
vegetais (YAMAGUCHI et al., 1981; MELLO et al., 2006). Este polimero é insoltuvel em
agua, acidos concentrados, alcalis, alcool e acetona, sendo completamente soluvel em
solugdes de acidos organicos quando o pH da solugéao for inferior a seis (MELLO et al.,
2006).

A producado e caracterizacdo de quitosana modificada a partir da adigdo de
anidrido succinico foram realizadas por Mello et al. (2006), com o objetivo de formar a
N-succinil-quitosana. Esta modificagao possibilita a solubilidade do polimero em meio
neutro ou ligeiramente alcalino e condiciona maiores aplicagdes da quitosana na area

biotecnoldgica.

1.3.6 Aplicagdes da quitina e da quitosana

As aplicagdes e a produgao industrial da quitosana foram iniciadas a partir de
1970. No Japao, a producdo de quitosana cresceu 37% ao ano entre 1978 e 1983
(CRAVEIRO et al., 1999), onde pesquisas atuais apontam para uma grande variedade
de aplicagdes da quitina e da quitosana devido a sua versatilidade (CAMPOS-TAKAKI,
2005; DALLAN, 2005) (Tabela 1). Assim, ela é utilizada na purificacdo da agua, em
processamento de alimentos, e na adsor¢cdo de ions metalicos. Atualmente, a
quitosana tem sido aplicada em produtos de alto valor agregado, como cosméticos, na
liberagdo de farmacos, estabilizantes, aditivos alimentares, membranas, produtos
farmacéuticos, fotograficos, nas industrias téxteis e de papel. Pesquisas descrevem
sua aplicagao na forma de géis, flocos e na imobilizagao celular em meios de cultura
(DALLAN, 2005).
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Tabela 1 Principais aplicagdes da quitina e da quitosana

Meio Ambiente Industria Alimenticia Industqg de - Industria J_—
Cosmeéticos Médico/Farmacéutica
Purificagdo de aguas Suplementos Aditivo de Carreador de
residuais de industrias nutricionais cosmeéticos e medicamentos
xampus
Absorvente na remogdo | Conservantes Imobilizagao de
de metais pesados Cremes dentais enzimas
Remocéo de pesticidas Emulsificantes Gel Lentes de contato
Remocao de corantes Estabilizantes Emolientes Bandagens
Remocéo de fenois Prétese d6ssea
Protegao bactericida
Remocéo de de sementes Vacinas
radioisotopos
Filmes para
Remocéo de embalagens de Reducéo de colesterol
policarbonatos frutas
Recuperagao de ions Regeneracao da pele
metalicos Clarificante de
bebidas
Recuperagao de Controle da pressao
residuos solidos arterial
Meio de troca ibnica Reducéo do nivel de
acido urico
Imobilizagao de
microrganismos

Os avancgos tecnoldgicos observados nas ultimas décadas do século vinte,
somados ao grande potencial produtivo ocorrido nos paises industrializados, tem
gerado o acumulo de residuos toxicos no ambiente, sobretudo nos mananciais
dulcicolas (GOMES et al., 1998). Esta agao, de natureza antropica, tem causado
problemas ambientais devido a contaminacédo do solo, das aguas e dos seres vivos
que integram os niveis tréficos da cadeia alimentar, nos diferentes ecossistemas
(FRANCO et al.,, 2004). Dentre os residuos toxicos poluentes, estdo os metais
pesados tais como ferro, chumbo, zinco, cadmio, cobre, uranio e tério como também
os corantes utilizados nas industrias téxteis. Uma alternativa para a remo¢ao destes
poluentes tem sido o emprego da biotecnologia em oposicdo aos métodos de
tratamento quimicos tradicionalmente utilizados. Assim, métodos que utilizam a
biomassa de fungos para captura de ions metalicos, um processo denominado
biosor¢ao, vém sendo utilizados. A biosor¢cdo de metais pesados e o tratamento de

efluentes contaminados por residuos da industria téxtii ocorrem por meio de
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mecanismos metabdlicos do microrganismo in vivo ou com o uso da massa micelial
inativada (KHOO e TING, 2001; SCHMUHL et al., 2001).

Zhou (1999), realizou estudos para testar a biosor¢gdo de zinco utilizando a
massa micelial inativada de R. arrhizus na captura deste ion metalico. Neste trabalho,
foi verificada a viabilidade biotecnolégica do microrganismo e os resultados obtidos
sugerem que os polissacarideos quitina e quitosana, presentes na parede celular, séo
eficientes no processo de remocdo demonstrando que estes polimeros sao

potencialmente biosortivos.

Aloysius et al. (1999) descrevem o processo de remogao de cadmio por meio
da biosorgéo utilizando a massa micelial inativada de Rhizopus oligosporus. Neste
trabalho, de modo semelhante, os resultados foram satisfatérios e comprovaram os

mecanismos de captura dos ions por meio da quitina e da quitosana.

Trabalho realizado por Franco et al. (2004) descreve a remocgao dos ions
metalicos ferro e cobre por Cunninghamella elegans estabelecendo parametros de
eficiéncia na absorcao. Os resultados obtidos demonstraram que a quitina apresenta
afinidade biosortiva para remover o ferro enquanto que, a quitosana foi mais eficiente

na remoc¢ao do cobre.

Estudos realizados por Tzesos e Volesky (1982) em que a massa micelial
inativada de R. arrhizus foi submetida ao processo de biossor¢ao de tério, metal
reconhecidamente radioativo, descrevem a formagédo do complexo quitina-ions tério
que ocorreram na parede celular do fungo. Nesse experimento foram obtidas a
adsor¢gao de 8 mg/g do elemento teste. Resultado semelhante foi obtido para a
adsorcdo ocorrida com o metal uranio, descrita em trabalho dos mesmos autores um
ano antes dessa pesquisa. Entretanto, quando a analise foi feita considerando a
adsorgdo total do ensaio realizado, o valor atingiu 170mg/g. Esses resultados,
segundo os autores, sugerem a possibilidade de existir uma forma diferente de
formacgao do complexo entre o nitrogénio do grupo amino da quitina micelial e os ions
tério da analise realizada. A analise foi feita por meio de picos de absorbancia do

ensaio experimental desta pesquisa.

O tratamento de efluentes industriais tem sido mais uma aplicagcédo
biotecnoldgica dos fungos, em substituicdo aos métodos de remocgéo tradicionais, que,

devido ao alto custo/beneficio, inviabilizam as acdes de monitoramento dos residuos
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téxicos descartados nos mananciais marinhos e dulcicolas dos ecossistemas. O uso
de cepas de fungos da Ordem Mucorales € descrito por Roux van der Merwe et al.
(2004), como alternativa na biorremogédo de Oleo da industria alimenticia e na

habilidade de producéo de acido gama-linoleico.

As aplicagdes farmacoldgicas da quitosana séo dificultadas por problemas de
solubilidade, em agua e em meio neutro, estado em que enzimas fisioldgicas exercem
sua atividade (KUBOTA et al., 2000). Derivados de quitina e quitosana podem ser
obtidos com a finalidade de melhorar sua solubilidade em agua e, consequentemente,
aumentar as aplicagbes destes polimeros, sobretudo na farmacologia (Figura 5)
(FELSE e PANDA, 1999; TORRES et al., 2005; COSTA SILVA et al., 2006).
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Figura 5 Derivados da quitosana (Dallan 2005)

Devido as caracteristicas quimicas, a quitosana apresenta propriedades
bioldégicas que permitem a sua aplicagao nas diferentes areas da biotecnologia. Como
policatibnicas, quando em contato com solugbes acidas sao possiveis as mais
diversas formas, como membranas, esferas, gel, micro esferas, etc. (DALLAN, 2005;
MELLO et al.,, 2006). Uma outra caracteristica importante da quitosana esta na

possibilidade de modificagdes estruturais de modo a obter diversas formas de
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interacdo quimica e de resisténcia mecéanica (TORRES et al., 2005). A versatilidade do
biopolimero quitosana condiciona a sua atuacido sobre quatro principais atividades
bioldgicas: biodegradabilidade, substancia ndo tdxica, atividades antimicrobianas e
como agente cicatrizante (CAMPOS - TAKAKI, 2005; COSTA SILVA et al., 2006).

Na industria alimenticia, a quitosana pode ser encontrada como base na
fabricacdo de suplementos nutricionais, emulsificantes, conservantes, fibras em
biscoitos dietéticos, estabilizantes de alimentos em conservas e clarificantes de
bebidas (GRACY, 2003; COSTA SILVA et al., 2006).

Na farmacologia, a quitosana é largamente utilizada como produto de agao
terapéutica quando aplicada na formulacdo de antiacidos, membrana para
hemodialise, cicatrizante de feridas e queimaduras, constituinte de biomembranas
(encapsulamento de medicamentos), redutor de peso corporal, redutor dos niveis de
colesterol e como agente antibacteriano e antiviral (FELSE e PANDA, 1999; DALLAN,
2005; COSTA SILVA et al., 2006).

A atividade antimicrobiana da quitosana é uma das inumeras caracteristicas
que distinguem este polimero dos demais polissacarideos. A inibicdo do crescimento
de diversos microrganismos, como por exemplo, E. coli, Fusarium, Alternaria,
Helminthosporium (RAVI KUMAR, 2000), S. epidermidis, P. aeruginosa, S. pyogenis,
K. pneumoniae, S. aureus, S. faecalis (OLSEN et al., 2001), demonstrou ser efetiva
em ensaios laboratoriais. Alguns pesquisadores explicam que a atividade
antimicrobiana da quitosana ocorre através de seus grupos aminicos, que, em contato
com os fluidos fisioldgicos, tornam-se protonados e se ligam a grupos anibnicos
desses microrganismos, provocando aglutinagdo das células microbianas e, como
consequéncia, levarem a inibigdo do seu crescimento (RAVI KUMAR, 2000;
OKAMOTO et al., 2003).

A quitina e a quitosana apresentam efeito coagulante. A redugéo do tempo de
coagulacdo sanguinea é descrita em trabalho realizado por Okamoto et al., (2003),
que, utilizando a quitina e a quitosana como agentes coaguladores, demonstraram que
a quitosana apresentou maior eficiéncia em relacado a quitina, na mesma concentragao
(0,1 mg/mL) e tempo de coagulagdo de 12 min para o controle. Os autores ressaltam
que a quitina tem maior capacidade de agregacdo plaquetaria que a quitosana,
evidenciando que a quitosana é mais eficaz na coagulagcdo sanguinea, mesmo quando

a quitina tem maior poder de agregar plaquetas. Este fato é justificado devido a
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capacidade da quitosana em agregar, também, os eritrécitos (LONGACRE et al., 1997;
OLSEN et al., 2001).

O potencial de analgesia topica também é atribuido a quitina e a quitosana. O
principal efeito analgésico da quitosana é decorrente da captura de hidrogénios acidos
liberados no local da inflamagao pela ionizagdo do grupo aminico a NH;* . Segundo
Goldberg et al., (2001), a quitosana teria a propriedade de absorver a bradimicina
(mediador quimico liberado pelo cininogénio plasmatico e outras citocinas como Fator
de Necrose Tumoral-alfa (FNT-alfa) e a interleucinas — 1 (IL-1) e 8 (IL-8) no sitio da
inflamacdo e a quitina, capacidade de absorcdo quase trés vezes maior que esta

(GOLDBERG et al., 2001).

A quitosana apresenta propriedades cicatrizantes devido a sua capacidade de
ativar quase que exclusivamente o macréfago (OLSEN et al., 1989). Os macrofagos,
ativados pelos oligbmeros (resultantes da biodegradabilidade destes polimeros no
organismo) de quitina e quitosana de baixa massa molecular, liberam interleucina-1,
que estimula a proliferacdo de fibroblastos e influencia a estrutura do colageno.
Ocorre, também, a liberagado pelos macrofagos de N-acetilglicosaminidase (NAGase),
que hidrolisa a quitosana a mondmeros de N-acetilglicosamina e glicosamina,
acucares necessarios para a biossintese do acido hialurénico e outros componentes
da matriz extracelular pelos fibroblastos (MUZZARELLI, 1997). Devido as agdes
enzimaticas da lisozima e da NAGase na despolimerizagdo da quitosana, ocorrem ao
final do processo N-acetilglicosamina e glicosamina, estando estes mondmeros
envolvidos no mecanismo de reepitelizagdo, ficando comprovada a biodegrabilidade

deste polimero (Figura 6).
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Experimentos tém sido realizados utilizando os derivados da quitina e da
quitosana — N-acetilglicosamina e glicosamina - no tratamento da osteoartrite. A
osteoartrite caracteriza-se pela degeneracdo celular do tecido conjuntivo, cujo
tratamento se faz, usualmente, por meio de antiinflamatérios que aliviam os sintomas
da enfermidade. Entretanto, esta acdo terapéutica nao resolve o problema da
degeneragao celular. Os monO6meros de quitina e quitosana sao alvos de grande
interesse para o tratamento desta patologia (GOLDBERG et al., 2001; GRACY, 2003).
A glicosamina estimula a biossintese de peptidioglicanos, que atuam na manutengéo
da estrutura do tecido conjuntivo como estabilizadores da membrana, inibindo a agao
de enzimas lisossdbmicas e diminuindo a incidéncia de radicais superoxidos
(MUZZARELLI, 1997; DEAL & MOSKOVITZ, 1999).

Os biopolimeros quitina e quitosana sao objetos de diversos estudos e os
resultados obtidos nessas investigacdes sao relatados, amplamente, em varias linhas
de pesquisas (KNAPCZYK, 1993; MAEZAKI et al., 1993; FURDA, 1996; REGE et al.,
1999; FELSE & PANDA, 1999; WADSTEIN et al., 2000; WASHINGTON et al., 2001;
GOLDBERG et al., 2002; GRACY, 2003; COSTA SILVA, et al., 2006). Marcadamente,
a farmacologia e a quimica sado as linhas de pesquisas onde se podem encontrar
trabalhos que investigam a aplicagdo da quitosana e seus derivados na preparacao de
membranas, sistema de liberacédo de farmacos, aplicagdo como hipocolesterolémico e
na regeneragao tecidual (DALLAN, 2005; COSTA SILVA et al., 2006).

Alguns trabalhos tém sido descritos na literatura sobre a capacidade da
quitosana em reduzir as taxas de colesterol. O primeiro relato sobre esta atividade foi
feito por Kobayashi et al. (1979) que demonstrando que uma dieta contendo quitosana
apresentou capacidade de reduzir o nivel de colesterol sérico em ratos. Os resultados
foram corroborados tempos depois por Sugano et al. (1980) que obtiveram resultados
superiores de reducao do colesterol sérico como também do colesterol hepatico. A
partir desses trabalhos inUmeras aplicagdes foram desenvolvidas nesse campo de
investigagao, consolidando, desta maneira, os avangos das pesquisas sobre o efeito
hipocolesterolémico da quitosana em animais (MUZZARELLI, 1997). Portanto, o uso
da quitosana como agente redutor do colesterol tem sido testado desde os anos
noventa (MAEZAKI et al., 1993). Embora alguns estudos relatem sucesso na redugao
do colesterol quer seja sérico, quer seja plasmatico, os resultados obtidos nas

diferentes pesquisas indicam que, 0 uso da quitosana como redutor colesterolémico
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sugere a administracdo dose dependente para que se alcance resultados satisfatorios
(PITTLER et al., 1999; WUOLIJOKI et al., 1999; GALLAHER, 2003).

A administracdo de quitosana como agente redutor do peso corporal € objeto
de polémica e discussdes na literatura especializada (COSTA SILVA et al., 2006).
Contudo, alguns trabalhos apontam a quitosana como redutora do peso sem que
sejam necessarias modificagdes na dieta alimentar de pessoas obesas (FURDA, 1996;
WADSTEIN et al., 2000). Porém, outros pesquisadores discordam dessa afirmacao e
julga serem necessarias modificagbes na dieta alimentar a fim de que ocorra
significativa redugéo do peso corpdreo nas pessoas que utilizam a quitosana para este
fim (VENERONI et al., 1996; MUZZARELLI, 1997; PITTLER et al., 1999). De acordo
com Muzzarelli (1997), estas correntes antagonicas sobre a modificagdo ou nao da
dieta alimentar nas pessoas que fazem uso da quitosana se devem ao fato de que
existem comerciais (empresas financiadoras de pesquisas), envolvidos. Em
contrapartida, trabalhos investigativos desvinculados de financiamentos privados
sugerem a restricdo alimentar como um dos meios eficazes de reducao da obesidade
(COSTA SILVA et al., 2006).

Exemplos importantes do uso dos derivados de quitina e quitosana s&o
relatados, amplamente, na literatura atual e apontam a aplicagao da succinil-quitosana
e carboximetilquitina como agentes transportadores de farmacos (KATO et al., 2004,
SHI et al., 2005). Derivados de quitina e de quitosana tem sido usados na forma de
pré-farmacos com resultados satisfatérios, indicando que estes polimeros sao
eficientes como transportadores de farmacos inativos. O processo € conhecido como
latenciacdo. Por meio dele, pode-se obter direcionamento da agao para o sistema
nervoso central (SNC) (SOMOGYI et al., 1998; SOMOGY! et al., 2004), seletividade de
acédo (KAWAKAMI et al., 2001), melhoramento da biodisponibilidade (FELSE &
PANDA, 1999), como também resolver problemas de instabilidade e baixa solubilidade
em preparagdes farmacéuticas (YAMAGUCHI et al., 1981; BADAWY, 2001).

A utilizagdo da quitosana como veiculo transportador de farmacos permite
solucionar problemas como insolubilidade e hidrofobicidade de diversos agentes
terapéuticos. No entanto, essas preparagdes apresentam carater semicristalino, o que
dificulta a compresséao direta, requerendo adicdo de agente agregante para facilitar o
processo (KNAPCZYK, 1993; REGE et al., 1999). Microesferas de quitosana, por
apresentar carater amorfo, contribuem para diminuir estas barreiras e tém sido

preparadas levando em consideracao aspectos tais como hidrofilicidade, lipofilicidade
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e estabilidade térmica do farmaco (MARTINAC et al., 2002; SINHA et al., 2004; CRUZ
et al., 2004).

Uma outra aplicagéo da quitosana na farmacologia € a liberagado transdérmica,
uma opgao também conhecida como transepitelial. Esta via de liberagdo de farmacos
apresenta uma série de vantagens quando comparada a via oral. Por via oral, alguns
mecanismos sao fatores limitantes, como: a biotransformacao pré-sistémica, hidrélise
enzimatica e diminuicdo da flutuagcdo na concentracdo plasmatica quando da
administragdo em horarios diferentes (WASHINGTON et al., 2001). A utilizagédo da
quitosana em processos de sistemas de liberagéo transdérmica €, atualmente, alvo de
elevado interesse. A eficiéncia do polimero em promover a penetracao transepitelial foi
verificada por meio de varios agentes terapéuticos, como a insulina, a morfina, a
heparina e a hidrocortisona, em estudos desenvolvidos por diferentes pesquisadores,
que, nas discussdes dos resultados obtidos em seus experimentos, atestam a
eficiéncia do biopolimero como carreador transdérmico (ILLUM et al., 1994; ASPDEN
et al., 1996; THANOU et al., 2000; SENEL e HINCAL, 2001; ILLUM et al., 2002; SHI et
al., 2005).

Estudos da aplicagdo do polimero como agente transportador de farmacos
aponta para pesquisas de sua utilizacdo em complexos de DNA-quitosana na
transfecgéo e no desenvolvimento de vacinas (IQBAL et al., 2003; SILVA et al., 2006).
Diversos trabalhos estdo descritos na literatura, demonstrando elevados percentuais
de eficiéncia da quitosana como transportador de DNA, conferindo ao biopolimero
importante papel na transfecgdo (ERBACHER et al., 1998; RICHARDSON et al.,
1999). Caracteristicas quimicas da quitosana foram avaliadas no que se refere aos
parametros que influenciam o processo de transfeccao. Particularmente, a influéncia
do pH do meio, massa molecular do polimero, forga idnica, e distancia entre os grupos

aminicos presentes na molécula do polissacarideo (YEVDVOKIMOV et al., 2002).

Outros pesquisadores avaliaram a eficiéncia da complexacdo DNA-quitosana
no intuito de desenvolver vacinas, tendo obtido resultados satisfatérios quando
utilizaram a via nasal como meio de liberacao de farmacos, em oposi¢cao a via oral,
que requer uma maior quantidade de antigenos. Dentre os trabalhos desenvolvidos, o
uso de nanosferas de quitosana administradas por via nasal foi capaz de diminuir
significativamente o titulo viral da infeccdo respiratéria (IQBAL et al., 2003;
MOHAPATRA, 2003).
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Os biopolimeros quitina e quitosana e seus respectivos derivados apresentam
caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e perfil atéxico, que
conferem a estes polissacarideos qualidades naturais que podem ser exploradas nas
mais diversas preparagdes farmacéuticas e cosméticas. Suas propriedades bioldgicas,
explicadas pela presenga de grupos aminicos livres ao longo de sua cadeia polimérica,
condicionam a protonagao em suas unidades desacetiladas (caso da quitosana),
proporcionando inumeros e Vvariaveis meios de aplicagdo em experimentos
biotecnoldgicos. Além de que, os meios de produgdo destes co-polimeros sao
decorrentes de fontes naturais, principalmente de exoesqueletos de crustaceos e
parede celular de fungos, e demais fontes citadas nesta revisdo (MUZZARELLI, 1977,
MUZZARELLI, 1997; ZIMOCH e MERZENDORFER, 2005; FRANCO et al., 2004,
DALLAN, 2005; NASCIMENTO, 2005; COSTA SILVA et al., 2006; MELLO et al.,
2006).

Considerando o grande potencial biotecnolégico dos co-polimeros quitina e
quitosana, e tendo em perspectiva diferentes aplicacbes no campo das pesquisas, as
previsdes futuras do uso destes biopolimeros expbéem uma variedade, nao
mensuravel, de aplicacbes destes polimeros no meio ambiente, na farmacologia, na

industria de alimentos, e na industria quimica.
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Introducao

A quitina é o polissacarideo considerado mais abundante e largamente
distribuido na natureza, depois da celulose, sendo um elemento estrutural encontrado
especialmente em animais invertebrados e na parede celular de fungos™?®. E um
polimero natural, insoluvel em agua, linear, que apresenta o mesmo tipo de unidade
monomeérica - B-1,4-N-acetilglucosamina®”®.

A quitosana, considerada como quitina desacetilada, pela perda do radical N-
acetil, podendo sofrer varios etapas de desacetilagdo, gerando assim diversos
derivados da quitosana®’®. Neste sentido, observa-se que a molécula de quitosana
(poli-B-(1-4)-D-glucosamina) apresenta um grupo amino e um radical hidroxila, os
quais podem ser facilmente modificados quimicamente, desta forma permitindo novas

propriedades e aumentando assim, as possibilidades de aplicagdo da quitosana ® > '"

12, 6,13.

Em fungdo dos amplos campos de aplicagdes, os polissacarideos quitina e
quitosana tém sido extensivamente estudados na atualidade, sendo a fonte tradicional
para obtencao de quitina os exoesqueletos de crustaceos. Contudo, existem varias
limitagbes em relagcao a utilizacao destes animais, tais como: a adaptacao ao clima, os
locais de confinamento e o processamento em larga escala associados a conversao
quimica da quitina em quitosana, que induzem a limitacdo e inviabilidade do processo
de obtencdo desses polissacarideos™ %,

Em recentes estudos, demonstram que varias espécies de fungos tém sido
identificadas como fontes alternativas na producéo de quitina e quitosana'®'"*®. Assim,
0 uso da biomassa de fungos para obtengéo de quitina e quitosana vem demonstrado
grandes vantagens, como: extracdo simultdnea dos biopolimeros, independéncia de
fatores sazonais, produgdo em larga escala, processo simples e econémico resultando
na diminuicdo do tempo e dos custos requeridos para extragao, além da auséncia de
contaminagao por proteinas. Outro aspecto importante a considerar, tem sido a
presenca de proteinas que induzem as reagbes alérgicas em individuos com
predisposicdo alérgica a crustaceos™®.

A quitina e a quitosana apresentam um grande valor econdmico devido as
versateis propriedades e aplicacdes, destacando-se a area médica>®?, farmacéuticas

21 biocompatibilidade, bioacdo, permeabilidade seletiva, acao de polieletrélitos,

propriedades de troca ibnica, antitumoral e atividade antimicrobiana®®, na area

ambiental destacam-se os fendmenos de biodegradacao, biossor¢ao, adsorgcdo e

controle ambiental*"’.
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Pesquisas atuais apontam para uma grande variedade de aplicagbes da
quitosana devido & grande versatilidade®, podendo ser utilizada na purificacdo da
agua, em processamento de alimentos e na adsorcdo de ions metalicos.
Considerando o alto valor agregado da quitosana na industria, ressalta-se o emprego,
como cosméticos, na liberacdo de farmacos, estabilizantes, aditivos alimentares,
membranas, produtos farmacéuticos, fotograficos, nas industrias téxtil e de papel, na
fabricacdo de vidros e plasticos, na remocéo de pesticidas, fendis, policarbonatos,
radioisétopos, na recuperacgao de residuos sdlidos, como antifungico e antibacteriano,
na cobertura de frutas e de sementes, na clarificagdo de sucos, como antioxidante,
emulsificante, em ragcdo animal, na deacidificagdo de sucos e bebidas, aplicados na
forma de géis, no tratamento de cabelos, como emoliente, na prote¢ao das unhas, na
forma de flocos, e na imobilizagdo celular em meios de cultura*® 7820213334

Os polimeros quitina e quitosana s&o aplicados na recuperagao biotecnolégica
dos recursos naturais renovaveis. Neste sentido, a biossor¢édo de ions metalicos torna-
se uma alternativa para o tratamento de efluentes industriais, em substituicdo aos
meétodos tradicionais, devido ao alto custo operacional do monitoramento dos residuos
téxicos descartados nos mananciais marinhos e dulcicolas nos ecossistemas*?.

A biorremogdo de oleos, metais pesados e de substancias radioativas nos
efluentes, vem sendo realizada por meio da quitina ou da quitosana, devido a
formagao do complexo quitina-ions ou quitosana-ions durante o processo de remogao.
Esta interagdo possibilita a remogdo de percentuais significativos de elementos
poluidores ambientais, resultantes da agéo antrépica®.

Considerando a grande variedade biotecnoldgica dos polissacarideos quitina e
quitosana e tendo em perspectiva sua aplicacdo em diferentes areas de pesquisas,
inUmeras sao as possibilidades do uso desses bioprodutos nos diferentes setores da
economia brasileira e mundial. Nessa perspectiva, investigacdes foram realizadas
sobre o potencial biotecnolégico do Rhizopus arrhizus na producdo de quitina e

quitosana, utilizando o meio sintético para Mucorales.

Parte experimental

Microrganismo: Neste trabalho foi utilizada a linhagem Rhizopus arrhizus UCP 402,
depositada no banco de culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais -
NPCIAMB, Universidade Catdlica de Pernambuco - UNICAP, sendo mantida no meio
BDA (Batata Dextrose Agar), 5°C. A linhagem de R. arrhizus foi transferida para um

novo meio de cultura, a cada quarenta e cinco dias.
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Condicgoes de cultivo e produgdo de biomassa. R. arrhizus foi crescido em placas

de Petri (9 cm o didmetro) , contendo o meio YMA (Yeast Malt Agar), constituido por:
(4gar 20g, extrato de malte 3g, extrato de levedura 3g, peptona 5g, glicose 10g, agua
destilada 1000 mL e pH 5,8), incubadas a temperatura de 28°C, por cinco dias até a
esporulagao. Os esporos foram coletados, transferidos para frasco de Erlenmyer com
capacidade para 250 mL contendo 120 mL de solugdo salina tamponada a 0,9%
(fosfato de sodio monobasico 0,45g, fosfato de sédio bibasico 5,8125g, cloreto de
sodio 2,25g, agua destilada 250 mL), os esporos contados em hematocitémetro para
uma concentracdo de 10°/mL células/mL. Em seguida, 5 mL da suspens&o de esporos
foi transferida para frascos de Erlenmyer com capacidade para 250 mL, contendo 50
mL do meio sintético para Mucorales® (glicose 40g, asparagina 2g, cloridrato de
tiamina 0,005g, fosfato de potassio monobasico 0,5g, sulfato de magnésio 0,25g, agua
destilada 1000 mL, e pH 5,3). Os frascos foram mantidos sob agitagdo orbital de 150
rpm a temperatura de 28°C, por um periodo de 96 horas. A cada 24 horas frascos de
Erlenmyer foram retirados para estimar a producao de biomassa, determinacéo do pH
e consumo de glicose. Os ensaios foram realizados em duplicata. O perfil de
crescimento foi caracterizado através de: p Max ™"
produtividade (P).

Determinacao da biomassa: A massa micelial foi removida por filtragdo a vacuo,

, tempo de geracdo (TG) e

lavada com agua destilada gelada e liofilizada e, em seguida, mantida em dessecador
até peso constante, sendo estimada por gravimetria.

Determinacao do pH: A determinacdo do pH, no liquido metabdlico livre de células,
foi determinada por potenciometria.

Determinacao da glicose: O consumo de glicose foi realizado a partir do liquido
metabdlico livre de células pelo método enzimatico colorimétrico (LabTest), utilizando

D - glicose como padréo e absorbancia a 500 nm ™ .
Extracao de Quitina e Quitosana

As extracdes de quitina e quitosana foram realizadas de acordo com a metodologia
descrita por Synowiecki e Al-Khateeb (1997) ?*, modificado por Stamford et al (2006)
2 baseado na desproteinizagdo da biomassa por uma solucdo de hidréxido de sédio a
2% (30:1 v/v, 90°C, 2 h.). Em seguida, separagao da fragao alcali-insoluvel (AlF) por
centrifugacdo a 4000g, durante 15 minutos. O residuo obtido foi submetido ao
tratamento com acido acético a 10%, (40:1 v/v, 60°C, 6 h). A quitosana foi obtida por
neutralizagao até pH = 9,0 e precipitagao overnight em geladeira. Os co-polimeros
obtidos quitina, fragdo alcali acido insoluvel e quitosana, foram lavados com agua

destilada, etanol, acetona, secos e mantidos em dessecador até peso constante.
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Caracterizacao da Quitina e da Quitosana

Espectroscopia ao raio Infravermelho = IR

Foram utilizados dois miligramas (2mg). de quitina e de quitosana previamente secas
overnight a B0°C sob pressao reduzida. Em seguida foram completamente
homogeneizadas com 100 mg de brometo de potassio (Kbr). Os discos de brometo de
potassio preparados foram secos durante 24 h a 110°C, sob pressfo reduzida. A
espectroscopia ao raio infravermelho foi realizada utilizando-se espectrofotdmetro com
transformada de Fourier (FTIR), ERUKER Mod. IFS. Discos de brometo de potassio
foram utilizados como referéncia. A intensidade das faixas de absorcdo maxima foi

determinada pelo meétodo de linha base.
Difracao de Raios X

Os difratogramas de raios X da quitina e da guitosana foram obtidos de raios X modelo
SIEMENS D 5000, radiacdéo Cu Ko sendo o= 1,542 A", em uma faixa de wvarredura
entre 4° & 50° com taxa de 0,02° min'. A distancia interplanar foi determinada pela
largura da meia altura do pico de maior intensidade (lzz). O indice de cristalinidade

{lzg) foi determinado com o emprego da equacaoc:
Do ICR = [IC'I,qn'IIC:] x 100

sendo: |z e |l as intensidades dos sinais das regides cristalinas (20=20") e amorfas
(20=127).

Cinetica de crescimento X produtividade de quitina e quitosana

A cingtica de crescimento de R arrfizus  foi estabelecida através da velocidade
maxima de crescimento ul"-.ﬂéx‘””. tempo de geracao (Tg), produtividade maxima (P) e
o rendimento de biomassa pelo substrato consumido (Yx/s), para avaliacdo do

desempenho de R arrhizus na producdo de quitina e de quitosana.

Modelo de ajuste dos dados experimentais de quitina e quitosana produzidas

por R. arrhizus

& validacao da produgdc dos co-polimeros quitina e quitcsana foram realizadas

atraves do coeficiente de correlacao e da wvariancia explicada no modelo de ajuste:
Q=B0+B1"G+B2*B11*G*2+B22*B™2, para estimativa nao lingear dos dados

experimentais. Foram utilizadas as equacdes:
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a) Z= (167,8066)+ (-3,6325726)°X+ (-14,47557)?Y+ (0,221371)*X?2+ (-0,2749132)*Y?2
b) Z= (-162,80207)+ (8,6462517)°X+ (-14,47557)>Y+ (0,221371)°X?2+ (0,2749132)?Y?2

sendo as variaveis Z (dependente), X e Y ( independentes). Os dados obtidos nos
experimentos foram calculados com a ajuda do programa STATISTICA verséo 7.0 da
Statsoft Inc., USA.

Resultados e Discussao

Perfil de Crescimento de Rhizopus arrhizus

O crescimento de R. arrhizus no meio sintético para Mucorales esta apresentado na
Figura 1, demonstrando a ocorréncia de uma fase exponencial, que se inicia com 24
horas e atinge o maximo de produgdo de biomassa com 72 horas de cultivo. Ao
mesmo tempo, ocorre cerca de 30% do consumo de glicose nas primeiras 24 horas de
cultivo, com pH correspondendo a 4,5. A produgdo maxima de biomassa ocorreu com
72 horas, onde 70% da glicose foi consumida pelo metabolismo do fungo (glicélise),
levando o pH ao valor mais baixo (3,2), observando-se um consumo total de glicose
com 96 horas e consequente estagio de declinio celular. Em seguida, estudos foram
realizados com o perfil de crescimento de R. arrhizus por meio da cinética de
crescimento. Os parametros cinéticos demonstraram um comportamento de produgao
micelial, onde a velocidade maxima de crescimento observada foi de u max 0,036V e

tempo de geracao de 4,6 h (Tabela 1).

Esses resultados sdo corroborados pelas informagdes de Pochavanavanich e
Suntornsuk® que obtiveram 0,9 g/L e 138 mg/g de biomassa de quitina e de
quitosana, respectivamente, extraidas do micélio de R. oryzae. Para outros Mucorales
foram observados um maximo de produgido de biomassa com 96 horas de
crescimento, contudo, demonstraram rendimentos superiores (11,6 g/L e 11,0 g/L),

respectivamente, Cunninghamella elegans e C. bertholletiae**"*®.

Para Stamford et al.?*, ocorre uma produgdo superior de biomassa por C.
elegans (10,9 g/L), quando o fungo foi crescido no meio de cultivo para Mucorales®.
Estudos recentes demonstraram que C. elegans, apresenta uma produgédo de
biomassa correspondente a 5,1g/L°, sob condicdes de estresse salino e diferentes
concentracdes de D-glicose, sendo esses resultados superiores aos obtidos neste

trabalho.
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Producédo de Quitina e Quitosana

A producéo de quitina e quitosana estao representadas nas Figuras 2 e Tabela
1, observando-se apo6s 96 horas de cultivo um rendimento de 73,5 mg em quitina e
158 mg em quitosana, por grama de biomassa. Observou-se que o rendimento de
quitosana obtido nesse trabalho foi superior aos relatados na literatura*?"2%2°.

Os resultados obtidos de maior producgao de quitina e de quitosana no inicio da
fase exponencial, indicou uma adaptagao fisioldgica de R. arrhizus ao meio de cultivo
(Figura 2). Portanto, a concentracao de 20g/L de D - glicose utilizada no meio cultivo
possibilita o aumento da producdo de biomassa em R. arrhizus, contudo, este fator

nédo indicou o aumento de quitina e quitosana.

O decréscimo na extragdo de quitina e quitosana verificados no final da fase
exponencial, fase de maior equilibrio na formacao de constituintes celulares,
principalmente, os polissacarideos estruturais quitina e quitosana, indicaram
modificagdes fisiolégicas na estrutura da parede celular do fungo. Essas informagdes
sdo apoiadas considerando que, uma vez que o fungo entra na fase estacionaria de
crescimento, a quitosana passa a ligar-se com a quitina, proteinas e outros
polissacarideos presentes na parede celular dos Zygomycetes, dificultando o processo

de remocao *'*2.

Os indices de cristalinidade, ou graus de ordenamento de polimeros podem ser

X*37 A Tabela 2 mostra os

determinados a partir de analises de difragdo de raio
indices de cristalinidade calculados para as amostras selecionadas de quitina e
quitosana isoladas de R. arrhizus. As propriedades fisico-quimicas do polimero estdo
envolvidas com a extracdo de quitosana, demonstrando que a baixa cristalizagdo do
polimero é decorrente da suscetibilidade da agéo enzimatica®",

Ressalta-se ainda, que o grau de pureza dos polimeros isolados foi observado
também através dos espectros de absorg¢ao ao raio infravermelho (Tabela 2 e Figuras
4. A caracterizacdo pelo espectro ao infravermelho da quitina e da quitosana,
extraidas da massa micelial do fungo R. arrhizus crescido no meio sintético para
Mucorales foram similares aqueles registrados na literatura®®*?"*. Os resultados mais
significativos, nesta analise, foram aqueles demonstrados pelas bandas amida,
aproximadamente 1650, 1550 e 1411 cm-1 (Figura 4). Do mesmo modo, a quitina
apresentou bandas amida na regido IlI, que estiveram nas faixas 1640 e
1560 cm™ (Figura 4). Portanto, o grau de N-acetilagdo determinado pelo método de

Roberts®, foi muito proximo dos rendimentos obtidos por Amorim et al.*?, os quais
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foram aproximadamente 10 a 13% para C. bertholletiae quando crescido em caldo de

cana.
Validagao dos dados experimentais da produgao de quitina e quitosana

A reprodutibilidade dos dados experimentais pdde ser verificada através das
duplicatas para cada ponto considerado. Os dados experimentais foram validados pela
estimativa de regressao nao linear, e estdo representados através da Figura 3. As
equagdes a e b (descritas na parte experimental), demonstram as variaveis Z
(dependente), X e Y (independentes), observando-se que as variaveis utilizadas
obedecem a um ajuste matematico, evidenciando que os dados obtidos foram
validados. Portanto, existe uma correlagdo entre a produgdo da biomassa associada
ao consumo de glicose e valores obtidos para a producdo maxima de quitina e
quitosana, tornando-se possivel plotar os graficos aqui apresentados na Figura 3.
Adicionalmente, foram confirmadas as condigbes experimentais utilizadas,

demonstrando um bom ajuste das equacdes e reprodutibilidade dos experimentos®®.
Conclusodes

O meio sintético para Mucorales pode ser utilizado para producao alternativa de
quitina e quitosana, considerando a facil manipulacdo, o curto espaco de tempo de
sintese, além do alto grau de pureza evidenciado e absor¢ao ao raio infravermelho. Os
dados obtidos com a producdo de quitina e quitosana est&do validados por regresséo

nao linear de acordo com o ajuste matematico utilizado.
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Legendas

Figura 1 Perfil de crescimento de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo sintético para
Mucorales associado ao consumo de glicose e pH no periodo de 96 horas.

Figura 2 Producgéo de quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus em meio de cultivo
para Mucorales associado a biomassa durante 96 horas de fermentagao.

Tabela 1 Produtividade maxima de biomassa e rendimento de quitina e quitosana
obtidos do crescimento micelial de Rhizopus arrhizus, no meio sintético para
Mucorales.

Tabela 2 Caracterizacdo dos biopolimeros quitina e quitosana produzidas por
Rhizopus arrhizus no meio de cultivo para Mucorales.

Figura 3 Regressao nao linear dos dados obtidos da correlagdo explicada em fungao
da biomassa e consumo de glicose, na producao de quitina (A) e quitosana (B) por
Rhizopus arrhizus cultivado em meio sintético para Mucorales.

Figura 4 Espectroscopia de Infravermelho quitina (A) e quitosana (B) extraidas da
massa micelial de Rhizopus arrhizus crescido em meio sintético para Mucorales
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Figura 1 Perfil de crescimento de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo sintético para
Mucorales associado ao consumo de glicose e pH no periodo de 96 horas.



Cardoso, A. Produgéo de Quitina e Quitosana em cultura submersa... 60

N
N N

o
[e}

—o—
Biomassa (g/L)
o
[e2]

0,4
0,2
0
200 + - 100
= -+ 80
\: 150 + G
E 160 g
g 100 + 1
§ - 40 E
- b=}
S 50+ (<]
o + 20
0 1 1 1 1 0
0 24 48 72 96
Tempo (h)

Figura 2 Producgdo de quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus em meio de cultivo
para Mucorales associado a biomassa durante 96 horas de fermentagao.
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Tabela 1 Produtividade maxima de biomassa e rendimento de quitina e quitosana
obtidos do crescimento micelial de Rhizopus arrhizus, no meio sintético para

Mucorales®.

Rendimentos Yx/s

Concentragao
Tempo de Glicose (9/g) pmax®™ | T,
(mg/mL) quitina | quitosana
24 267,4 1,3 0,3 0,036
48 205,0 0,3 1,3 0,036 4,6
72 192,4 1,2 0,8 0,025
96 250,0 0,07 0,7 0,017




Cardoso, A. Produgéo de Quitina e Quitosana em cultura submersa... 62

Tabela 2 Caracterizacdo dos biopolimeros quitina e quitosana produzidas por
Rhizopus arrhizus no meio de cultivo para Mucorales.

Biopolimeros

Espectroscopia ao raio

Indice de cristalinidade

infravermelho (Ftir) (Icr)
Quitina 1640,1560 e 1411 cm”™ 66,32%
Quitosana 1650,1550 e 1411 cm”™ 43,90%
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Figura 3 Regressao ndo linear dos dados obtidos da correlagdo explicada em
funcdo da biomassa e consumo de glicose, na produgdo de quitina (A) e

quitosana (B) por Rhizopus arrhizus cultivado em meio sintético para
Mucorales.
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Figura 4 Espectroscopia de Infravermelho quitina (A) e quitosana (B) extraidas da
massa micelial de Rhizopus arrhizus crescido em meio sintético para Mucorales.
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RESUMO

Considerando a necessidade de minimizar os custos de produgdo de quitina e
quitosana foi investigado o uso de um residuo da industrializagao do milho, milhocina,
e microrganismo Rhizopus arrhizus. As fases de crescimento do microrganismo foram
estabelecidas através da produgdo de biomassa, sendo relacionadas ao pH e
consumo de glicose. A partir da produgdo maxima de biomassa foram extraidas quitina
e quitosana, sendo caracterizadas fisico-quimicamente através da espectroscopia do
raio infravermelho e da difracdo dos raios X. Os resultados obtidos demonstraram
altos rendimentos de quitina 575 mg e de quitosana 416 mg, por grama de biomassa,
no meio contendo 8% de milhocina, em 72 horas de cultivo. As caracterizacdes dos
arranjos macromoleculares evidenciaram altos indices de cristalinidade tanto da
quitina, como da quitosana, com picos pelo raio infravermelho confirmando as
estruturas relativas aos co-polimeros. Os resultados obtidos foram validados por
regressdo ndo linear, confrmando os dados experimentais obtidos, sugerindo o
potencial biotecnolégico de R. arrhizus na produgdo dos co-polimeros e indicam a

milhocina, como fonte promissora e de baixo custo para producdo em maior escala.
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INTRODUGAO

A fonte comercial de obtengdo de quitina tem sido amplamente utilizada
através do processamento de carapacas de crustaceos, tais como: caranguejo,
lagosta, e “krill’ antartico. Contudo, o processamento industrial deste polimero é
dificultado, em alguns paises, por problemas sazonais e de limitagdo de suprimento.
Além disso, a poluicdo ambiental decorrente do processamento da matéria prima, na
forma de acumulo dos residuos descartados, € um fator de limitacdo para a producao
dos co-polimeros quitina e quitosana por este meio. Outro fator refere-se ao
processamento quimico de extragcdo da quitosana a partir da quitina que, necessita da
adicao de solucgbes fortes e de altas temperaturas. Este processo causa variagao nas
propriedades dos polimeros produzidos como, por exemplo, a presenga de proteinas
residuais, que representa um fator de diminuicdo da qualidade da quitosana, causando
um aumento dos custos de processamento*®.

Os polimeros quitina e quitosana sao homopolissacarideos biodegradaveis,
biocompativeis, e produzidos por fontes naturais. Estruturalmente, sdo constituidas por
unidades de 2-acetamida-2-deoxi-D-glicosamina e 2-amino-2-deoxi-D-glicosamina,
respectivamente unidas por ligagdes ((1-4), diferindo entre si na proporgao relativa
dessas unidades glicosidicas e quanto a solubilidade®.

A quitosana é um produto da N-desacetilagdo da quitina, podendo o grupo N-
acetil sofrer varios graus de desacetilagdo gerando assim diversos derivados da
quitosana ' """2. A molécula de quitosana (poli-B - (1-4-D-glucosamina) tem um grupo
amino e um radical hidroxil os quais podem ser modificados quimicamente, desta
forma alterando as propriedades da quitosana'®?% 222 23..24,

A quitina e quitosana apresentam propriedades Unicas as quais faz com que
estes co-polimeros sejam utilizados nas mais variadas aplicagbes biotecnoldgicas.
Devido a sua versatilidade a quitina e a quitosana pode ser aplicadas na remocéao e
recuperagdo de residuos solidos, de diferentes materiais como: metais pesados,
corantes téxteis, pesticidas, descartados no meio ambiente pela agéo antrépica’*'.

E, ainda, a quitosana pode ser utilizada na clarificagdo de sucos, na producio
de filmes biodegradaveis, como também pode ser empregada na industria de
cosméticos, farmacéutica e na agricultura®.

Na industria de cosméticos, a quitosana é utilizada como componente de
cremes dentais, como gel em cremes, xampus e outros artigos de higiene corporal’.
Além dessas aplicagbes, a literatura descreve seu emprego na farmacologia como

agente carreador de medicamentos, na imobilizagado de enzimas e células, em material
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para producdo de lentes de contato, bandagens e na recuperacdo do tecido
6sseo™87.

Na industria de alimentos, a quitosana pode ser utilizada como base na
fabricagdo de suplementos nutricionais, emulsificantes, conservantes, fibras em
biscoitos dietéticos, estabilizantes de alimentos em conservas*®.

A quitina é um dos constituintes da parede celular dos Zygomycetes, cuja
funcdo é a de manutengao da rigidez e da integridade estrutural das células nesses
microrganismos®. Assim, o micélio de diversos fungos da Ordem Mucorales incluindo
Rhizopus arrhizus, anteriormente R. oryzae'®, Cunninghamella elegans, Mucor rouxxi,
saéo descritos na literatura pelo conteudo significativo de quantidades de quitina e
quitosana na estrutura das paredes celulares®'*'""2,

Portanto, os bioprocessos sao dependentes de meios de cultura em condigdes
adequadas e favoraveis a manutengao dos microrganismos, para expressar 0 seu
potencial biotecnoldégico. Destaca-se entre essas condicbes para o crescimento dos
microrganismos a fonte de carbono, nitrogénio, proteinas, disponibilidade de enzimas,
vitaminas, sais minerais, agua, pH e temperatura, apropriados™.

Estudos recentes relatam o uso de meios de cultura alternativos em
substituicho aos meios sintéticos, como uma forma de reduzir os custos de
producdo’. Assim, a literatura descreve diversos meios de cultura de baixo custo,
empregando cereais, cana de agucar, tubérculos, etc., como substratos para o
crescimento micelial de fungos e principalmente para a produgdo de quitina e
quitosana''*"®.

Neste trabalho foi investigada a influéncia de milhocina, um residuo da
industrializagdo do milho, para a producido de biomassa por Rhizopus arrhizus como

também, fonte alternativa e de baixo custo para a producgao de quitina e quitosana.
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Material e Métodos

Microrganismo: Neste trabalho foi utilizada a linhagem Rhizopus arrhizus UCP 402,
depositada no banco de culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais -
NPCIAMB, Universidade Catdlica de Pernambuco - UNICAP, sendo mantida no meio
BDA (Batata Dextrose Agar), 5°C. A linhagem de R. arrhizus era transferida para um

novo meio de cultura a cada quarenta e cinco dias.
Condigdes de cultivo e produgdo de biomassa. R. arrhizus foi crescido em placas

de Petri (9 cm. de didmetro) , contendo o meio YMA (Yeast Malt Agar), constituido por:
(agar 20g, extrato de malte 3g, extrato de levedura 3g, peptona 5g, glicose 10g, agua
destilada 1000 mL e pH 5,8), incubadas a temperatura de 28°C, por cinco dias até a
esporulagdo. Os esporos foram coletados, transferidos para frasco de Erlenmeyer com
capacidade para 250mL contendo 120mL de solucdo salina tamponada a 0,9%
(fosfato de sodio monobasico 0,45g, fosfato de sddio bibasico 5,8125g, cloreto de
sodio 2,25g, agua destilada 250mL), os esporos foram contados em hematocitdmetro
para uma concentragdo de 10’ células/mL. Em seguida, 5mL da suspensdo foi
transferida para frascos de Erlenmeyer com capacidade para 250mL, contendo 50mL
do meio contendo milhocina (Tabela 1), nas concentragbes de 4%, 8% e 16%, com
pH ajustado para 5,3. Os frascos foram mantidos sob agitagdo orbital de 150 rpm a
temperatura de 28°C, por um periodo de 96 horas. A cada 24 horas frascos de
Erlenmeyer foram retirados para estimar a produgao de biomassa, determinagédo do
pH e consumo de glicose. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Determinacao da biomassa: A massa micelial foi removida por filtragdo a vacuo,
lavada com agua destilada, gelada em seguida liofilizada. Em seguida, a biomassa foi
mantida em dessecador para até peso constante, e estimada por gravimetria.
Determinagdo do pH: A variagdo do pH, nos diferentes ensaios realizados, foi
determinada por potenciometria.

Determinagdo da glicose: O consumo de glicose foi realizado a partir do liquido
metabdlico pelo método enzimatico colorimétrico (LabTest), utilizando D - glicose

como padrdo e absorbancia a 500 nm® .
Extracao de Quitina e Quitosana

O processo de extracdo de quitina e quitosana foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Synowiecki e Al Khateeb (1997)", modificado por Stamford et
al (2006)"", baseado na desproteinizacdo da biomassa por uma solugdo de hidroxido
de sédio a 2% (30:1 v/v, 60°C, 2 h.). Em seguida, separagao da fragao alcali-insoluvel
(AIF) por centrifugagéo a 4000g, 15 min, seguido do tratamento com acido acético a

10% na proporgao de 40:1 (v/v), sob refluxo. A quitosana foi obtida por neutralizagéo
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até pH =9, 0 e precipitagao overnight em geladeira. Os co-polimeros obtidos, quitina e
quitosana, foram lavados com agua destilada, etanol, acetona, secos e mantidas em

dessecador até peso constante.
Caracterizagcao da Quitina e da Quitosana

Espectroscopia ao raio Infravermelho - IR

Foram utilizados dois miligramas (2mg), de quitina e de quitosana previamente secas
overnight a 60°C sob pressdo reduzida. Em seguida foram completamente
homogeneizadas com 100 mg de brometo de potassio (Kbr). Os discos de brometo de
potassio preparados foram secos durante 24 h a 110°C, sob pressdo reduzida. A
espectroscopia ao raio infravermelho foi realizada utilizando-se espectrofotdmetro com
transformada de Fourier (FTIR), BRUKER Mod. IFS. Discos de brometo de potassio
foram utilizados como referéncia. A intensidade das faixas de absor¢do maxima foi

determinada pelo método de linha base.
Difracdo de Raios X

Os difratogramas de raios X da quitina e da quitosana foram obtidos de raios X modelo
SIEMENS D 5000, radiagédo Cu Ka sendo a= 1,542 A°, em uma faixa de varredura
entre 4° e 50° com taxa de 0,02° min™". A distancia interplanar foi determinada pela
largura da meia altura do pico de maior intensidade (Icr). O indice de cristalinidade

(Icr) foi determinado com o emprego da equagéo:
% ICR = (lc-lA/lc) x 100

sendo: Ic e I as intensidades dos sinais das regides cristalinas (20=20°) e amorfas
(20=12°).

Cinética de crescimento X produtividade de quitina e quitosana

O perfil de crescimento de foi estabelecido através da velocidade maxima de
crescimento p Max ™", tempo de geracdo (TG), o rendimento de biomassa em quitina
e quitosana pelo substrato consumido (Yx/s), para avaliagdo do desempenho de R.
arrhizus na producgao de quitina e de quitosana, crescido no meio de cultivo a base de

residuo industrial.
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Modelo de ajuste dos dados experimentais de quitina e quitosana produzidas

por R. arrhizus

A validagao da produgdo dos co-polimeros quitina e quitosana foram realizadas
através do coeficiente de correlagdo e da variancia explicada no modelo de ajuste:
Q=B0+B1*G+B2*B11*G**2+B22*B**2, para estimativa ndo linear dos dados

experimentais. Foram utilizadas as equacdes:

a) Z= (154,70665)+(-3,6325726)°X+(-14,47557)?Y+(0,2213716)°X?2+(-0,2749132)?Y?2
b) Z= (168,80207)+(8,6462517 )*X+(-14,47557)°Y+(0,2213718)*X?2+(-0,2749132)*Y?2
c) Z= (364,80660)+(-28,563485)°X+(388,59763}°Y+(0,1580214)?X?2+(-39,134796)?Y?2
d) Z= (358,76216)+(-23,654231)?X+(376,35713)?Y+(0,1860277)°X?2+(-29,132584)?Y?2
e) Z= (166,36207)+(9,6462357)?X+(-316,47667)°Y+(0,3213768)°X?2+(-0,2245632)?Y?2
f) Z= (358,76216)+(-23,654231)°X+(376,35713)°Y+(0,1860277 )*X?2+(-29,132584)?Y?2

sendo: as variaveis Z (dependente), X e Y (independentes). Os dados obtidos nos
experimentos foram calculados com a ajuda do programa STATISTICA verséo 7.0 da
Statsoft Inc., USA.

Resultados e Discussao

Selegdo das condi¢coes de maior produgao de biomassa e de quitina e quitosana

A curva de crescimento, o consumo de glicose, o pH estdo apresentados na
figura 1; enquanto que, a figura 2 apresenta a produgao de quitina e quitosana por
Rhizopus arrhizus em fermentagéo submersa no meio contendo 4% de milhocina, em
periodo de 96h de incubagao. Observou-se um maximo de rendimento de 4,49 g/L de
massa micelial com 30% do consumo de nutrientes e pH estavel (5,3). A partir das 36h
de cultivo a biomassa passa para a fase de declinio até 72 h, seguido de aumento do
pH e consumo total dos nutrientes com 96h, sendo observado um fendmeno de
diauxia entre 48 e 72h (Figura 1). Na figura 2 e tabela 3, observam-se a produtividade
de quitina 154 mg/g e 36,8mg/g de quitosana, respectivamente, com 72h de cultivo e
velocidade méaxima de crescimento py max 0,064"" e tempo de geragéo 7,9 h. O alto
conteudo de quitina observado sugere que uma alta atividade da enzima quitina

deacetilase pode estar ocorrendo, provavelmente, atuando no processo de remogéao
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do radical acetil, reduzindo assim, o teor de quitosana, sendo essas informacgdes
apoiadas pelas pesquisas realizadas por Amorim et al. (2005)%.

Dando prosseguimento ao screening realizado com milhocina, estudos foram
realizados avaliando a influéncia de concentragbes superiores de 8 e 16%, sob a
producédo de biomassa, de quitina e quitosana apresentadas nas figuras 3,4,5 e 6,
respectivamente. Com 8% de milhocina ocorreu a maior produgcdo de biomassa de
16,8g/L com 72h de crescimento. Ao mesmo tempo o consumo da glicose oscilou
entre 48 e 72h, exaurindo totalmente os nutrientes com 96 h, e o pH do meio variou de
5,3 a 8,2. O teor de quitina (575 mg/g de biomassa) obtido foi maior que o de
quitosana (416mg/g de biomassa). Ressalta-se que na concentragdao de 16% de
milhocina os rendimentos de quitina e de quitosana foram em média 27% e 84%
inferiores, respectivamente nos tempos de crescimento de 48 e 72 h de cultivo
(Figuras 5 e 6). Os parametros cinéticos das investigacdes realizadas com a produgéo
da biomassa, quitina e quitosana demonstraram uma alta produtividade dos co-
polimeros com a concentragdo de 8% de milhocina. Neste sentido, sugere-se que
ocorreu uma melhor adaptacao fisiolégica do R. arrhizus aos nutrientes da milhocina,
induzindo a producdo das enzimas especificas para o catabolismo dos diferentes
carboidratos presentes no meio de cultivo, como também, para promover a sintese.
Resultados semelhantes foram observados por Schroeder (1966)?%, demonstrando que
milhocina na concentragdo de 8% ¢é capaz de aumentar 100% a biomassa de
Aspergillus parasiticus.

1.8, utilizando meios de cultivo alternativos e de baixo custo, a base de

Amorim et a
caldo de cana e melago de cana, associados com extrato de malte para o crescimento
de Cunninghamella bertholletiae obteve rendimentos de 10,5 g/L de biomassa total e
128 mg/g de quitosana produzidas no meio contendo caldo de cana. Para o meio
contendo melago de cana, o rendimento foi de 6,1 g/L para biomassa e 27 mg/g de
quitosana.

Recentemente, Stamford et al.'

obteve rendimentos significativos de biomassa 24,3
g/L por C. elegans crescido em meio de cultivo, a base de tubérculo yam bean
(Pachyrhizus erosus L. Urban), sem a adi¢cao de fonte suplementar de carbono, valor
69% maior em relacdo ao total obtido neste ensaio. Adesemoye e Adedire ™,
utilizando linhagem Rhizopus sp para crescimento em meio solido a base de sorgo e
milho com adigdo de batata, dextrose e agar (BDA) relata a adaptagdo metabdlica
deste fungo, descrevendo o crescimento radial na faixa de 4,5 cm, em 96 horas, como
um resultado satisfatério quando comparado com as demais linhagens testadas.

Os resultados com a fermentagcdo submersa de R. arrhizus comparando

milhocina a 8% com o meio sintético para Mucorales observou-se um aumento
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consideravel de 782% e 263%,, respectivamente, para a produgdo de quitina e
28, 29,30,31,32,33

quitosana, cujos resultados séo confirmados pela literatura
Caracterizagdo da quitina e da quitosana produzida por Rhizopus arrhizus

As caracterizacbes dos polimeros isolados estdo apresentadas através da
difracao de raio X e dos espectros de absorgdo ao raio infravermelho (Tabela 2 e
Figuras 7 A e B.).

Os resultados obtidos com os indices de cristalinidade de quitina e quitosana
produzidos por R. arrhizus a partir das condigbes selecionadas do meio contendo
milhocina estdo apresentados na Tabela 3. Pela analise de difragdo de raio X
observa-se os graus de ordenamento dos polimeros, os quais podem ser influenciados
por varios fatores, principalmente, o processo de isolamento e a liofilizagao®*’
Portanto, os indices de cristalinidade estdo relacionados as propriedades fisico-
quimicas do polimero, cujas alteracbes podem ser também decorrentes da
suscetibilidade da acdo enzimatica®**°. Os resultados obtidos aqui apresentados foram
calculados pelo indice de cristalinidade (Icr), sendo compativeis com a literatura®-*’.

Os espectros ao infravermelho da quitina e da quitosana das amostras, obtidas
da biomassa do fungo R. arrhizus crescido no meio contendo 8% de milhocina

3637, Picos foram

apresentam-se compativeis com aqueles registrados pela literatura
observados na quitosana correspondentes as bandas amida, aproximadamente 1712,
1639 e 1412 cm-1 (Figura 7b). Com relagdo a quitina observaram-se bandas amida

nas faixas 1645 e 1558 cm-1(Figura 7a).

Ajuste matematico dos dados experimentais de quitina e quitosana produzidas

por R. arrhizus

Ao final, os estudos realizados validando os dados experimentais estimados através
de uma regressdo nao linear, representados através das Figuras 8,9 e 10. As
equagdes a, b, c, d, e, f (descritas na parte experimental), demonstram as variaveis Z
(dependente), X e Y (independentes), observando-se que as variaveis utilizadas
obedecem a um ajuste matematico, evidenciando que os dados obtidos foram
validados. Assim, foi possivel observar uma correlagédo entre a produgao da biomassa,
consumo de glicose e produgdo maxima de quitina e quitosana, tornando-se possivel
plotar as figuras aqui apresentadas. Adicionalmente, os ajustes matematicos
confirmaram as condigbes experimentais utilizadas, demonstrando um bom ajuste das

equacdes e reprodutibilidade dos experimentos®.
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Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam o potencial de R. arrhizus na
conversao do residuo industrial milhocina na producao consideravel dos biopolimeros
quitina e quitosana. O residuo industrial de baixo custo, usado neste experimento,
mostra-se promissor na formulacao de meio de cultivo para a obtencao de bioprodutos
de alto valor agregado. Ao mesmo tempo, o R. arrhizus pode ser indicado como fonte
alternativa de producédo de quitina e quitosana, considerando a alta capacidade

metabdlica e o facil cultivo.
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Figura 1 Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo contendo
4% de milhocina, e consumo de glicose durante 96 horas de fermentagéo.
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Figura 2 Producdo de biomassa e dos polimeros quitina e quitosana por Rhizopus
arrhizus em meio de cultivo contendo 4% de milhocina, durante 96 horas de
fermentacéo.
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Figura 3 Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo contendo
8% de milhocina, e consumo de glicose durante 96 horas de fermentagao.
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Figura 4 Producdo de biomassa e dos polimeros quitina e quitosana por Rhizopus
arrhizus em meio de cultivo contendo 8% de milhocina, durante 96 horas de
fermentagéo.
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Figura 5 Perfil de crescimento e pH de Rhizopus arrhizus em meio de cultivo contendo
16% de milhocina, e consumo de glicose durante 96 horas de fermentagéo.
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Figura 6 Producdo de biomassa e dos polimeros quitina e quitosana por Rhizopus
arrhizus em meio de cultivo contendo 16% de milhocina, durante 96 horas de
fermentagéo.
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Figura 7 Espectroscopia de infravermelho de quitina (A) e quitosana (B), extraidas da
massa micelial de Rhizopus arrhizus crescido em meio contendo milhocina.
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Figura 8 Regressao néo linear dos dados obtidos da correlagdo explicada em
funcdo da biomassa e consumo de glicose, na producdo de quitina (A) e
quitosana (B) por Rhizopus arrhizus cultivado em meio Milhocina 4%.



Cardoso, A. Produgéo de Quitina e Quitosana em cultura submersa... 87

Bl 57 075

Bl 137155
B 157 233
B 237 311
[ 257 389
[ 337 466
[ 387 544
Bl 457 522
B 47 594
| Ecrderdd
M =bove

Bl 155516

Bl 11,033

B 466 549

2 522065

[ 777 582

[ 933,098

[ 1088 615
B 1244 131
B 500 547
B 1555164
M =hove

Figura 9 Regressao néo linear dos dados obtidos da correlagdo explicada em
funcdo da biomassa e consumo de glicose, na producdo de quitina (A) e
quitosana (B) por Rhizopus arrhizus cultivado em meio Milhocina 8%.
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Figura 10 Regressé&o nao linear dos dados obtidos da correlagdo explicada em
funcdo da biomassa e consumo de glicose, na producdo de quitina (A) e
quitosana (B) por Rhizopus arrhizus cultivado em meio Milhocina 16%.
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Tabela 1 Composicdo da solugdo concentrada de milhocina. Fonte: ITAL -

CAMPINAS.

COMPOSIGAO BASICA
AMINOACIDOS (%) | VITAMINAS (mg/kg) MINERAIS (mg/Kg) | (%)
Alanina 9,83 | Biotina 0,3 | Calcio 0,14
Arginina 3,68 | Cholina 3,500,0 | Cobre 15,0
A. Aspartico 5,82 | Inositol 6.000,0 | Ferro 100,0
Cisteina 2,20 | Niacina 80,0 | Manganés 20,0
Ac. Glutamico 18,07 | Piridoxina 9,0 | Manganés 0,6
Triptéfano® Riboflavina 6,0 | Potassio 2,8
Glicina 5,27 | Tiamina 3,0 | Sdodio 0,1
Histidina 3,72 | Acido Fosforo
Pantoténico 15 1,8

Isoleucina 3,07 Selénio 0,3
Leucina 8,28 Zinco 60,0
Lisina 4,75 Enxofre 0,6
Tirosina 3,09
Metionina 1,98
Fenilalanina 2,85
Prolina 9,64
Serina 5,18
Treonina 4,08
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Tabela 2 Caracterizacdo dos biopolimeros quitina e quitosana produzidas por
Rhizopus arrhizus no meio de cultivo milhocina (8%).

Biopolimeros

Espectroscopia ao raio

indice de cristalinidade

infravermelho (Ftir) (Icr)
Quitina 1645,1558 e 1381 cm”” 60,34%
Quitosana 1412,1639 e 1712 cm”™ 48,93%
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Tabela 3 Produtividade maxima de biomassa e rendimento de quitina e quitosana
obtidos do crescimento micelial de Rhizopus arrhizus, no meio de cultivo milhocina.

Rendimentos Yx/s (g/g)

Concentragao Concentragao
Tempo |do meio de de Glicose s . p max ™" T
h) cultivo (%) (mg/mL) Quitina | Quitosana e
72 4 175,0 0,001 0,0003 0,046 11
72 8 300,0 0,016 0,011 0,064 7,9
48 16 330,0 0,004 0,001 0,082 8,3
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Conclusoes Gerais

CAPITULO 2

* Rhizopus arrhizus demonstra adaptacao fisiolégica ao meio de cultivo utilizado,
evidenciando rendimentos de produgdo de biomassa e dos co-polimeros
quitina e quitosana;

O meio sintético para Mucorales pode ser utilizado por proporcionar rapido
crescimento, como também, uma fonte alternativa de produgdo de quitina e
quitosana;

* Rhizopus arrhizus apresenta potencial biotecnolégico na produgao de quitina e
quitosana;

» Os polimeros quitina e quitosana produzidos demonstram alto grau de pureza,
considerando suas caracteristicas fisico-quimicas obtidas pela difracdo de
raios-X e espectro de absorcao ao raio infravermelho;

» Os dados obtidos estdo validados por uma analise de regressdao nao linear,
confirmando a versatilidade dos Mucorales na producdo quitina e quitosana.

CAPITULO 3

O residuo industrial de baixo custo, milhocina, pode ser utilizado como
nutriente alternativo na formulacao de meios de cultivo;

» O cultivo submerso de R. arrhizus em diferentes concentragbes de milhocina,
como fonte nutricional alternativa e de baixo custo, demonstra excelente
producao de biomassa;

* Rhizopus arrhizus apresenta potencial enzimatico para catabolizar a conversao
do residuo industrial milhocina para produzir altos rendimentos dos
biopolimeros quitina e quitosana;

» Os co-polimeros isolados e caracterizados pelo indice de cristalinidade e
espectro de absorgao ao raio infravermelho, confirmam um alto grau de pureza
guando comparados aos padroes de quitina e quitosana;

 Os dados experimentais obtidos de biomassa e de quitina e quitosana s&o
validados pela estimativa de regressdo ndo linear, demonstrando um bom
ajuste das equagdes e reprodutibilidade;

» Os resultados obtidos sugerem o R. arrhizus como fonte de produgéo dos co-

polimeros e confirmam o potencial nutritivo da milhocina.
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