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Producéo e caracterizacao fisico-quimica de quitosana extraida de isolados de
Cunninghamella sp.

RESUMO

Comumente encontrado em solos de alta umidade estdo os fungos da classe Zygomycetes, em
especial a espécie Cunninghamella elegans, amplamente estudada e utilizada na area
biotecnologica, principalmente por possuir maiores quantidades de quitina e quitosana em suas
paredes celulares. O presente estudo teve por objetivo isolar e identificar cepas de
Cunninghamella sp., avaliar o perfil metabdlico dos isolados em meio liquido YPD (Extrato de
Levedura, Peptona, Dextrose), para entdo quantificar a producdo de biomassa, de quitina e de
quitosana pelas cepas. Por final, avaliou-se por meio de ensaios fisico-quimicos a qualidade da
quitosana obtida. Inicialmente, puderam ser isolados 20 cepas em solos de areas de cultivo no
sul do Tocantins, em que, ap6s identificacdo macroscopica e microscopica e comparagao com
a cepa referéncia de C. elegans (CBMAI 0843), confirmou tratarem-se de cepas do género
Cunninghamella. Apos avaliacdo do indice de velocidade de crescimento micelial, considerado
rapido, observou-se que os isolados UFT Ce08 e UFT Ce09 apresentaram maior velocidade de
crescimento. Por conseguinte, avaliou-se a esporulacéo das cepas, sendo que, todas alcancaram
a concentracao de 10° esporos.mL™ no periodo de 96 horas. Os isolados UFT Ce08, UFT Cel4
e UFT Ce07 apresentaram maior esporulacdo. O perfil metabdlico dos isolados em cultivo
submerso em meio YPD apresentaram similaridades metabolicas com a cepa referéncia. O YPD
foi considerado ideal para producdo de biomassa, por promover um eficiente consumo e sintese
de compostos organicos pelos microrganismos. A avaliacdo da producéo de biomassa e do
rendimento de quitina e quitosana de nove isolados e da cepa referéncia mostrou que o isolado
UFT Ce08 apresentou 0 maior quantitativo de biomassa, o isolado UFT Cell apresentou o
maior rendimento de quitina e o isolado UFT Ce09, mesmo apresentando a segunda menor
biomassa, teve 0 maior rendimento de quitosana. Sete cepas isoladas apresentaram maior
rendimento de quitosana comparada a cepa referéncia. A quitosana fungica apresentou alto grau
de desacetilacdo, consequentemente maior solubilidade, massa molar baixa e espectros de
infravermelho similares a quitosana comercial, parametros que a tornam de interesse para
diversas aplicagdes. O estudo considerou o fungo Cunninghamella como uma fonte alternativa

promissora para extracdo em larga escala e comercializagédo da quitosana.

Palavras-chave: Biopolimeros; Fungos; Biomassa.



Production and physicochemical characterization of chitosan extracted from
Cunninghamella sp. isolates.

ABSTRACT

Commonly found in high humidity soils, the fungi of the Zygomycetes class, in particular the
Cunninghamella elegans species, are widely studied and used in the biotechnology area,
primarily by having larger amounts of chitin and chitosan in their cell walls. This study aimed
to isolate and identify Cunninghamella sp. strains, evaluate the metabolic profile of the isolates
in liquid medium YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose), and then quantify the production of
biomass, chitin and chitosan by the strains. In the end, evaluated the quality of chitosan obtained
by physicochemical tests. This study initially isolated 20 strains on growing areas soils in
southern Tocantins, where, after macroscopic and microscopic identification and comparison
with the reference strain C. elegans (CBMAI 0843), it was confirmed that it is related to the
Cunninghamella gender strains. After evaluating the mycelial growth rate, which was
considered fast, it was observed that the isolated UFT Ce09 and UFT Ce08 showed a higher
growth rate. Then, the strains sporulation was evaluated, which resulted in all strains reaching
the 10° spores.mL* concentration within 96 hours. The isolates UFT Ce09, UFT Cel4 and UFT
Ce07 showed higher sporulation. The metabolic profile of the isolates in YPD medium
submerged culture showed metabolic similarities with the reference strain. The YPD was
considered optimal for biomass production, to promote efficient consumption and synthesis of
organic compounds by microorganisms. The assessment of biomass production and yield of
chitin and chitosan of nine isolates and reference strain showed that the isolated UFT Ce08 had
the highest quantity of biomass, the isolated UFT Cell had the highest yield of chitin and the
isolated UFT Ce09, even with the second lowest biomass, had the highest yield of chitosan.
Seven strains showed higher chitosan compared to the reference strain. The fungal chitosan had
a high degree of deacetylation, thus increased solubility, low molecular weight and infrared
spectra similar to the commercial chitosan, parameters that make this chitosan interesting for
various applications. The study considered the Cunninghamella fungi as a promising alternative

source for the chitosan large scale extraction and commercialization.

Keywords: Biopolymers; Fungi; Biomass.
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INTRODUCAO GERAL

O solo ¢ considerado um dos principais “habitats” para 0s fungos, além da primordial
funcdo na decomposi¢do de compostos organicos, atuam também na liberacéo e estocagem de
minerais; no transporte de 4gua, minerais e outros elementos entre solo e planta e entre plantas;
na modificacdo da permeabilidade do solo; na modificacdo da troca ibnica; na detoxificacdo do
solo; na sintese de substancias; no estimulo da germinacdo de sementes, entre outras funcdes
(DIGHTON et al., 2005).

Solos com alto contetido de 4gua ocasiona acréscimos da populacéo fungica (SOUTO
et al., 2008). Assim, solos de areas de cultivo, em geral, sdo constantemente irrigados, se
caracterizando como habitat ideal para o crescimento desses microrganismos.

Comumente encontrado neste tipo de solo estdo os fungos da classe Zygomycetes, em
especial a espécie Cunninghamella elegans, amplamente estudada e utilizada na &rea
biotecnoldgica, principalmente por possuir maiores quantidades de quitina e quitosana em suas
paredes celulares (WANG et al., 1998; FREITAS SILVA et al., 2007; FAI et al., 2008;
CAMPOS-TAKAKI & DIETRICH, 2009).

Além da parede celular de fungos, a quitina esta presente no exoesqueleto de insetos e
crustaceos, sendo o segundo polissacarideo mais encontrado na natureza depois da celulose.
Sua estrutura quimica é formada por longa cadeia linear de sucessivas unidades, unidas por
ligagdes glicosidicas B (1-4), de amino monossacarideos denominados N-acetilglicosamina,
(VAZQUEZ et al., 2013).

A quitina apresenta um copolimero derivado da sua desacetilacdo parcial, a quitosana
que, por conter, predominantemente, unidades D-glicosamina, é um derivado solGvel em
solugBes acidas (SILVA et al., 2006; FRAGUAS et al., 2015).

O interesse nos polimeros de quitosana aumentou consideravelmente nas ultimas
décadas, possuindo aplicacGes nas mais diversas areas como na agricultura, na industria de
alimentos, na industria farmacéutica, no desenvolvimento de cosméticos e biomateriais, no
tratamento de agua, entre outros (ROBERTS, 1992; AZEVEDO et al., 2007).

Atualmente, as quitosanas comerciais utilizadas para diversos fins, sdo obtidas a partir
de fontes tradicionais, basicamente, exoesqueletos de caranguejos, porém, o processo de

extracdo destes polimeros utiliza a desacetilagdo termoquimica que acarreta desvantagens a
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nivel econdmico e ambiental (AMORIM et al., 2001; SANTOS et al., 2003; FRANCO et al.,
2004).

Fai et al. (2008) acrescentam como limitacGes da extracdo de quitina por fontes
tradicionais a dificuldade do animal em adaptar ao clima e aos locais de confinamento, a
interferéncia de proteinas, lipidios e carbonato de célcio, presentes na casca do animal, no
processo de extracdo e a conversao quimica de quitina em quitosana dificil e custosa.

A utilizacdo de fungos para obtencédo da quitosana apresenta vantagens como, facilidade
de manuseio, extracdo e controle da producao, podendo obter quitosana de alta qualidade, de
menor massa molecular e, consequentemente, de maior solubilidade (NIEDERHOFER &
MULLER, 2004).

Avaliar a qualidade da quitosana é um parametro imprescindivel para viabilizar sua
comercializacdo. A producdo da quitosana a partir da quitina deve ser realizada de forma
adequada, de maneira que garanta, ao final do processo, quitosana de alta pureza, isenta de
contaminantes, como proteinas, endotoxinas e metais toxicos. Assim como, o polimero obtido
deve ser caracterizado quanto a massa molar, grau de acetilacdo e distribuicdo dos grupos
funcionais ao longo da cadeia polimérica (KHOR, 2002).

As pesquisas cientificas e as industrias biotecnoldgicas tém optado por quitosana com
alto grau de desacetilacdo e baixa massa molar, por possuir melhor solubilidade em agua,
conferindo carater homogéneo e menor viscosidade ao sistema, auxiliando producdo de
derivados do polimero (BAUMANN & FAUST, 2001)

Dessa forma, o estudo buscou isolar cepas de Cunninghamella sp. em solos de areas de
cultivo do sul tocantinense, a fim de avaliar a produgéo de biomassa, quitina e quitosana por
estas cepas e verificar, por meio de ensaios fisico-quimicos, a qualidade da quitosana produzida.

Com isso, o trabalho é apresentado em quatro capitulos com os respectivos objetivos:
isolar e caracterizar fenotipicamente cepas do fungo Cunninghamella sp. extraidas do solo de
areas de cultivo no sul do Tocantins; avaliar a esporulacao de cepas isoladas de Cunninghamella
sp. e da cepa referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843) e estabelecer o perfil
metabdlico de crescimento em meio liquido YPD; avaliar a producdo de biomassa de nove
isolados de Cunninghamella sp. e da cepa referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI
0843) e estabelecer a capacidade de producdo de quitina e quitosana por estas cepas; e
caracterizar fisico-quimicamente amostras de quitosana extraida da parece celular do isolado
UFT Ce09 de Cunninghamella sp. e da cepa referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI
0843).
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CAPITULO 1

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE Cunninghamella sp. DE
SOLOS DE AREAS DE CULTIVO NO SUL DO TOCANTINS

ISOLATION AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF Cunninghamella sp. OF
SOIL OF GROWING AREAS IN SOUTH OF TOCANTINS
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RESUMO

O solo ¢ considerado um dos principais “habitats” para 0s fungos. Em geral, solos de &reas de
cultivo sdo Umidos e irrigados, causando acréscimos na populagdo fangica. Neste tipo de solo
é comum encontrar fungos da classe Zygomycetes, em especial o género Cunninghamella de
grande interesse biotecnoldgico. O estudo tem por objetivo isolar, caracterizar os aspectos
macroscopicos e microscopicos e avaliar a velocidade de crescimento micelial das cepas do
fungo Cunninghamella sp. extraidas do solo de diferentes areas de cultivo no sul do Tocantins.
Foram coletadas um total de 50 amostras de solo em areas experimentais de cultivo de milho,
soja, mandioca e arroz nos municipios de Gurupi e Formoso do Araguaia. A partir do método
de espalhamento do solo em placa puderam ser isolados 20 cepas, sendo que 0 maior nimero
de isolados foi obtido nas areas de plantio de arroz. Apds identificacdo e comparacdo dos
aspectos macroscopicos e microscopicos com a literatura e com a cepa referéncia de C. elegans
(CBMAI 0843) confirmou tratar-se de isolados de Cunninghamella sp. Os isolados
apresentaram colénias com micélio cotonoso, hifas altas entrelacadas delicadas, de fécil
ruptura, coloragéo inicialmente branca e cinza a marrom ao longo da maturagéo, os versos das
placas apresentaram coloracdo bege caracteristica e crescimento circular centrifugo
homogéneo. Evidenciou-se na micromorfologia esporangidforos eretos, simples ou ramificados
e na extremidade de cada ramificacdo a presenca de vesiculas globosas (esporangiéforos) nas
quais estdo inseridos os esporangidsporos, micélio ndo septado, na maioria das vezes, 0 que
caracteriza cultura jovem e esporos hialinos, unicelulares, globosos, com membrana equinulada
e paredes lisas ou com espiculas. O perfil de crescimento micelial classificou os isolados como
crescimento rapido pois cobriram o didmetro da placa no periodo de 120 horas. As cepas que
apresentaram maior velocidade de crescimento foram a UFT Ce09 (25,77 mm.dial), UFT Ce08
(25,70 mm.diat), UFT Cel0 (24,27 mm.dia?) e, por seguinte, a UFT Cel13 (23,90 mm.dia™l).
A cepa referéncia apresentou o terceiro menor indice de crescimento (15,67 mm.diat), ficando
a frente apenas dos isolados UFT Ce07 (15,0 mm.dial) e UFT Cel9 (15,60 mm.dia™)
demonstrando que a maioria dos isolados se mostraram superiores a cepa referéncia em se

tratando do crescimento micelial.

Palavras-chave: Zygomycetes; Identificacdo; Crescimento.
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ABSTRACT

The soil is considered one of the main habitats for the fungi In general, soil in growing areas
are moist and irrigated, causing increases in the fungal population. In this type of soil it is
common to find fungi of the Zygomycetes class, especially the Cunninghamella genre, of great
biotechnological interest. The study aims at isolating, characterizing the macroscopic and
microscopic aspects and evaluating the mycelial growth rate of the Cunninghamella sp. fungus
strains extracted from the soil on different growing areas in the south of Tocantins. A total of
50 soil samples in experimental areas of maize, soybean, cassava and rice cultivation were
collected from the municipalities of Gurupi and Formoso do Araguaia. From the soil spreading
plate method, 20 strains were isolated, being the greatest number of isolates obtained from the
rice cultivation areas. After identification and comparison of the macroscopic and microscopic
aspects to the literature and to the reference strain of C. elegans (CBMAI 0843), it was
confirmed to be Cunninghamella sp. isolates. The isolates presented colonies with cotton
mycelium, high interwoven delicate hyphae, easy to break, initially white color and gray and
evolving to brown along the maturation, the dishes verses presented characteristic beige color
and circular homogeneous centrifugal growth. The micromorphology showed erect, simple or
branched sporangiophores, on the edge of each branch the presence of globular vesicles
(sporangiophores) in which are inserted the sporangiospores, mycelium not septate, in most
cases, which characterizes young culture and hyaline, unicellular, globose spores, with
echinulate membrane and smooth or with spicules walls. The micelial growth profile classified
the isolated with rapid growth because they covered the Plate dish diameter within 120 hours.
The strains that showed higher growth rate were UFT Ce09 (25,77 mm.day*), UFT Ce08 (25,70
mm.dayt), UFT Cel0 (24,27 mm.day!) and UFT Ce13 (23,90 mm.day?). The reference strain
had the third lowest growth rate (15,67 mm.day™?), ahead of only the UFT Ce07 (15,0 mm.day"
1y and UFT Ce19 (15,60 mm.day™?) isolates, demonstrating that most of the isolates are superior

to the reference strain regarding micelial growth.

Keywords: Zygomycetes; Identification; Growth.
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1.1 INTRODUCAO

Florenzano (2016) define solo como a camada superficial da crosta terrestre que sofre
alteracOes por processos fisicos, quimicos e bioldgicos, de forma a proporcionar o crescimento
de plantas.

O solo é composto por fraces organica e inorganica (rochas e minerais) e € habitado
por inimeras espécies, formando um ecossistema (ANDREOLA & FERNANDES, 2007). De
maneira geral, é possivel obter informacdes bastante detalhadas sobre propriedades quimicas e
fisicas do solo, porém, o aspecto bioldgico é pouco conhecido (D’ANDREA et al., 2002).

Dentro do aspecto bioldgico do solo encontra-se uma extensa diversidade de
microrganismos, considerados a parte viva da matéria organica, por desempenharem importante
papel nos sistemas naturais e agricolas, e participarem das transformacgdes da matéria organica
e dos ciclos biogeoquimicos dos nutrientes (ANDRADE, 1999; GAMA-RODRIGUES, 1999).

Uma pequena quantidade de solo pode conter bilhdes de microrganismos,
correspondendo a milhares de espécies, podendo variar em funcéo do tipo de solo, espécie de
plantas, estado nutricional, idade, estresse, doencas, dentre outros fatores ambientais (HILLEL
& HATFIELD, 2005; CARDOSO & NOGUEIRA, 2007).

Os microrganismos do solo, chamados coletivamente de microbiota, s&o representados
por cinco grandes grupos: bactérias, actinomicetos, fungos, algas e protozoarios, sendo que
bactérias e fungos respondem por cerca de 90% da atividade microbiana do solo (ANDREOLA
& FERNANDES, 2007). Mais especificamente os fungos, sdo encontrados em comunidades
variando de 10* a 10° organismos por grama de solo (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Por serem, em sua maioria, microscopicos e habitar os mais diversos substratos, 0s
fungos ainda sdo praticamente desconhecidos. Calcula-se que menos de 5%, das 1.500.000
espécies de fungos que se supde existir, tenham sido descritas (HAWKSWORTH et al., 2001).

O solo ¢ considerado um dos principais “habitats” para esses organismos, além da
primordial fungdo na decomposi¢do de compostos organicos, os fungos atuam na liberacéo e
estocagem de minerais; no transporte de agua, minerais e outros elementos entre solo e planta
e entre plantas; na modificacdo da permeabilidade do solo; na modificacdo da troca idnica; na
detoxificacéo do solo; na sintese de substancias; no estimulo da germinacdo de sementes, entre
outras funcdes (DIGHTON et al., 2005).
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Solos com alto contetido de &gua ocasiona acréscimos da populacdo fungica (SOUTO
et al., 2008). Assim, solos de areas de cultivo, em geral, sdo constantemente irrigados, se
caracterizando como habitat ideal para o crescimento desses microrganismos.

De acordo com os dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2016), a area plantada no Brasil atingiu um total de 78,0 milhdes de hectares em 2016.
Segundo dados da Secretaria da Agricultura e Pecuaria (SEAGRO, 2016), o Estado do
Tocantins possui uma area de aproximadamente 13 milhdes de hectares com potencial agricola,
sendo considerado o novo polo agricola do Brasil.

Comumente encontrado neste tipo de solo, estdo os fungos da classe Zygomycetes, um
grupo especial de grande interesse biotecnolégico. Os membros desta classe sdo bastante
distintos e comuns no ambiente, apresentam rapido crescimento, mesmo em meios de cultura
simples, sendo os primeiros a colonizar varios substratos, degradando agUcares menos
complexos, porém, esta classe abrange apenas 1% das espécies conhecidas de fungos
(KENDRICK, 2000; RICHARDSON, 2009)

Os Zygomycetes apresentam, em geral, hifas cenociticas, contendo septos apenas na
base das estruturas de reproducdo, ou apresentam septos espacados de forma irregular, a
reproducdo assexuada € através de esporos ndo moéveis formados por um esporangio sobre um
esporangidsporo, ja a reproducdo sexuada é por fusdo de gametangios formados nas pontas de
hifas aéreas, zigoforos, originando os esporos dormentes, zigdsporos (MOREIRA, 2006).

Os zigomicetos estdo distribuidos em sete ordens, trinta e duas familias e cento e trinta
géneros, com aproximadamente novecentas espécies. A ordem Mucorales possui 0 maior
namero de espécies (cerca de trezentas). Entre os fungos dessa ordem encontram-se os do
género Cunninghamella, apresentando dez espécies, entre elas trés principais: Cunninghamella
elegans, Cunninghamella echinulata e Cunninghamella bertholletiae (HIBBETT et al., 2011).

A espécie Cunninghamella elegans é a principal representante deste género, exibe
colbnias de crescimento rapido e coloracdo variando entre branca a cinza. A espécie tem sido
amplamente utilizada na area biotecnoldgica para estudos de degradacdo de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, em biotransformac6es de farmacos, e também como um modelo para
estudos do metabolismo de mamiferos (WANG et al., 1998; FREITAS SILVA et al., 2007).

Dessa forma, considerando-se o elevado potencial biotecnologico destes organismos e
a caréncia de estudos que englobam o isolamento de fungos em solos de areas de cultivo, o
presente estudo visa isolar e caracterizar fenotipicamente as cepas do fungo Cunninghamella

sp. extraidas do solo de diferentes areas de cultivo no sul do Tocantins.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar fenotipicamente cepas do fungo Cunninghamella sp. extraidas do

solo de areas de cultivo no sul do Tocantins.

1.2.2 Objetivos Especificos

Isolar cepas fungicas em varios pontos dos solos de areas de cultivo localizados no sul
do Tocantins;

Caracterizar as cepas isoladas através dos aspectos macroscopicos;

Caracterizar as cepas isoladas através dos aspectos morfoldgicos microscopicos;

Estabelecer a velocidade de crescimento micelial das cepas isoladas e comparar com a
cepa referéncia Cunninghamella elegans (CBMAI 0843) em meio sélido;

Proceder a identificacdo das cepas isoladas, em nivel de género, através da
caracterizacdo fenotipica (microscépica e macroscépica) e posterior comparagdo com
bibliografias;

Comparar 0s aspectos fenotipicos dos isolados com os encontrados na cepa referéncia
de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843).
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1.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia da Incubadora de

Empresas da Universidade Federal do Tocantins, Campus Universitario de Gurupi-TO.

1.3.1 Area de Estudo e Coleta e Armazenamento do Solo

Para coleta do solo foram selecionadas areas cultivadas no municipio de Gurupi (latitude
11°43'45" sul e longitude 49°04'07" oeste) com altitude de 287m e area de 1846,6 km? e no
municipio de Formoso do Araguaia (latitude: 11°47' 48" sul e longitude: 49° 31' 44" oeste) com
altitude de 240m e area de 13510,5 Km?.,

As coletas do solo no municipio de Gurupi foram realizadas em locais proximos da
Universidade Federal do Tocantins (UFT) abrangendo areas experimentais de cultivo de milho,
soja e mandioca, irrigadas constantemente. No municipio de Formoso do Araguaia foram
coletadas amostras nas areas experimentais de cultivo de arroz.

Foram coletadas um total de 50 amostras de solo com trés repeti¢des cada, sub amostras
distantes em 3 pontos entre si, respeitando raio de 1m, retiradas de 0 a 15 cm de profundidade,
eliminando-se a serapilheira. Cada amostra de solo foi recolhida com o auxilio de uma pa de
jardinagem, homogeneizada, colocada em saco de polietileno devidamente identificado
(denominagdo, local e data) e imediatamente transportada para o Laboratério de Microbiologia
da UFT onde foi manipulada e armazenada sob refrigeragao (4 °C).

1.3.2 Isolamento, Purificacdo e Manutencédo dos Microrganismos

O método de espalhamento de solo, descrito inicialmente por Duddington (1951) e
modificado por Santos, Ferraz, Muchovej (1991), foi utilizado para o isolamento do fungo.
Consistiu no espalhamento de 2 g de solo no centro da placa de Petri contendo meio de cultura
BDA acrescido de antibidtico (250 g de batata, 20 g de dextrose, 20 g de agar, 250 mg de
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ampicilina por litro de 4gua), e incubacéo a temperatura de 28 °C em estufa incubadora BOD
(Biochemical oxygen demand).

Ap0s incubacdo, as placas foram verificadas diariamente, e ao detectar a presenca de
hifas ou micélios caracteristicos do género Cunninghamella foi realizada a transferéncia da
subcultura para uma nova placa contendo meio de cultura BDA acrescido de antibi6tico, até a
obtencéo da cultura pura.

As culturas puras foram armazenadas em placa de Petri sob refrigeracdo (4 °C), para
posterior identificagdo macroscopica e microscopica, e preservadas em microtubos, de modo a

formar um banco de cultura.

1.3.3 Aquisicdo e Manutencéo da Cepa Referéncia

Para comparar os aspectos fenotipicos macroscopicos e microscopicos dos isolados, foi
adquirida uma cepa de referéncia de Cunninghamella elegans da Colecdo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e Indlstria (CBMAI) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) CBMAI 0843.

A cepa recebida em repique ativo foi entdo transferida e mantida em placa de Petri em
meio BDA, incubada invertida a 28 °C, por 96 horas. Para manutencédo da cultura, procedeu-se

armazenamento em placa refrigerada a 4 °C e preservagdo em microtubos.

1.3.4 Caracterizacdo Macroscopica dos Microrganismos

A identificacdo a nivel de género foi realizada em culturas puras dos fungos cultivados
em placas de Petri contendo meio BDA, mantidos em BOD a 28 °C. A caracterizagédo
morfolégica foi procedida através de observacdo das caracteristicas macroscopicas das col6nias
como coloracdo (verso e anverso), aspecto/textura e topografia de crescimento. Todo o
experimento foi realizado em triplicata.

Foi feita comparacdo macroscopica de cada isolado com a cepa de referéncia, de modo

a estabelecer semelhancas entre estes.
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1.3.5 Identificacdo Microscépica dos Microrganismos

Para cada cultura pura cultivada em placa de Petri contendo meio BDA foram
preparadas laminas. Para a preparacédo foi colocado uma gota de dgua destilada em uma lamina
de microscopia e sobre esta uma porcdo do material a fresco a ser examinado e cobriu a
preparacdo com uma laminula, examinando-a, em seguida, em microscopio 6ptico comum com
objetiva de 40x.

Para identificagdo microscopica dos fungos, observou-se microestruturas, como
estruturas reprodutivas e esporos, comparando-se com a cepa de referéncia e com as
bibliogréaficas especializadas. Procedendo-se entdo a classificacdo em nivel de género da cepa

isolada.

1.3.6 Determinacédo da Velocidade de Crescimento Micelial

Para avaliar a velocidade de crescimento micelial, foram transferidos fragmentos do
micélio das culturas monosporicas ativas dos fungos isolados e da cepa referéncia para o centro
das placas de Petri contendo meio BDA, e acondicionadas em BOD a 28 °C com fotoperiodo
de 12 horas, até cobrir completamente todo o diametro da placa (95 mm).

A cada 24 horas, apds a incubagdo, com o uso de paquimetro digital, procedeu-se a
medida do didmetro do crescimento radial, tendo como base o verso da placa. Para o calculo do
indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) foram utilizadas as medidas de
crescimento em milimetros até o Gltimo dia de avaliagédo, por meio da medicéo do didmetro das
colbnias em trés eixos perpendiculares, e calculadas de acordo com a formula descrita por
Oliveira (1991):

Em que:

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial
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D = diametro médio atual da colonia
Da = diametro médio da coldnia do dia anterior

N = numero de dias apds a inoculacao

Por fim, classificou-se a velocidade de crescimento como répida (< 7 dias),
intermediaria (8 a 14 dias) ou lenta (> 15 dias).

Os dados da velocidade de crescimento foram submetidos & analise de variancia, e as
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o
programa estatistico Assistat 7.6. (SILVA & AZEVEDO, 2009).
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 50 amostras coletadas de solo de cultivo foram isoladas 20 culturas monosporicas
puras caracteristicas do género Cunninghamella, através do método de espalhamento do solo

(Figura 1.1) identificadas de acordo com o local de isolamento (Tabela 1.1).

Figura 1.1. Método de espalhamento do solo em placa.

Tabela 1.1. Identificacdo dos isolados caracteristicos de Cunninghamella sp. conforme o local de
retirada do solo.

Local de retirada do solo Identificacdo dos Isolados
Area de cultivo de milho UFT Ce01
UFT Ce02
UFT Ce03
Area de cultivo de mandioca UFT Ce04
UFT Ce05
UFT Ce06
UFT Ce07
Area de cultivo de soja UFT Ce08
UFT Ce09
UFT Cel0
UFT Cell
Area de cultivo de arroz UFT Cel2
UFT Cel3
UFT Cel4
UFT Cel5
UFT Cel6
UFT Cel7
UFT Cel8
UFT Cel9
UFT Ce20
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O maior numero de isolados foi obtido das &reas de plantio de arroz, isto se deve a alta
umidade do solo, necessario para deste tipo de plantacdo, tornando-se um ambiente ideal para
o crescimento de fungos. Cardoso et al. (1992) afirmam que quanto maior a umidade maior a
proporcéo de representantes de fungos por area de solo.

Segundo Domsch et al. (1993), fungos do género Cunninghamella encontram-se
amplamente distribuidos, podendo ocorrer em diversos substratos, principalmente o solo.

Santigo & Souza-Motta (2006) conseguiram isolar 10 cepas de Cunninghamella elegans
em solos de mineragédo de regides de clima arido e semi-arido. Moreira et al. (2007) também
isolaram C. elegans em amostras de solo da Ilha de Porto Santo em Portugal. Cavalcanti et al.
(2006), encontraram o respectivo fungo em solos de regifes de Caatinga. Rech et al. (2013)
obtiveram uma frequéncia de 3,70% de C. elegans em uma area de mata nativa em Caxias do
Sul, RS. Por fim, Souza-Motta et al. (2003) conseguiram isolar C. elegans na rizosfera e no
solo de cultivo de girassol (Helianthus annus L.) em casa de vegetacao.

Ao final de 96 horas de crescimento, observou-se macroscopicamente, para todos 0s
isolados e para a cepa referéncia, colénias com micélio cotonoso, hifas brancas altas
entrelacadas delicadas, de facil ruptura, caracteristicas comuns a todas espécies do género
Cunninghamella (Figuras 1.2 a 1.8) (DOMSCH et al., 1993; ALEXOPOULOS et al., 1996;
CAMPBELL & JOHNSON, 2013).

A medida que aumentou o grau de maturacdo da cultura observou-se uma coloragédo
cinza a marrom, também caracteristica do género, como salientaram Freitas Silva et al. (2007)
e Severo et al., (2010).

Quanto ao verso da placa e a topografia de crescimento, em todas as amostras e na cepa
de referéncia verificou-se coloragdo bege caracteristica e crescimento circular centrifugo
homogéneo.

A identificacdo microscopica baseou-se na visualiza¢do das microestruturas do micélio
vegetativo e do micélio reprodutivo, como hifas, esporangios, esporangioforos e
esporangiosporos por microscopia oOptica. A micromorfologia apresentou esporangioforos
eretos, simples ou ramificados e na extremidade de cada ramificagcdo notou-se a presenca de
vesiculas globosas (esporangiéforos) nas quais estao inseridos os esporangiésporos. O micélio
apresentou-se nao septado, na maioria das vezes, 0 que caracteriza cultura jovem. Os esporos
se apresentaram hialinos, unicelulares, globosos, com membrana equinulada e paredes lisas ou
com espiculas, tal como destacam Barnett & Hunter, 1999, Pitt & Hocking, 2009 (Figuras 1.2
a 1l.8).
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Figura 1.2. Aspectos macroscopicos e microscopicos da cepa referéncia—-CBMAI 0843 (A), e dos
isolados UFT Ce01 (B), UFT Ce02 (C). A microscopia mostra hifas ramificadas (seta amarela), hifas
cenociticas hialinas (seta verde), esporangiéforo terminando em vesicula globosa com ou sem esporos
aderidos (seta vermelha), esporos hialinos (seta azul).
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Figura 1.3. Aspectos macroscopicos e microscopicos dos isolados UFT Ce03 (D), UFT Ce04 (E), UFT Ce05
(F). A microscopia mostra hifas ramificadas (seta amarela), hifas cenociticas hialinas (seta verde),
esporangidforo terminando em vesicula globosa com ou sem esporos aderidos (seta vermelha),
esporos hialinos (seta azul).
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Figura 1.4. Aspectos macroscopicos e microscopicos dos isolados UFT Ce06 (G), UFT Ce07 (H), UFT
Ce08 (I). A microscopia mostra hifas ramificadas (seta amarela), hifas cenociticas hialinas (seta verde),
esporangioforo terminando em vesicula globosa com ou sem esporos aderidos (seta vermelha), esporos
hialinos (seta azul).
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Figura 1.5. Aspectos macroscopicos e microscopicos dos isolados UFT Ce09 (J), UFT Cel0 (K), UFT
Cell (L). A microscopia mostra hifas ramificadas (seta amarela), hifas cenociticas hialinas (seta verde),
esporangioforo terminando em vesicula globosa com ou sem esporos aderidos (seta vermelha), esporos
hialinos (seta azul).



Figura 1.6. Aspectos macroscopicos e microscopicos dos isolados UFT Cel2 (M), UFT Cel3 (N), UFT
Cel4 (O). A microscopia mostra hifas ramificadas (seta amarela), hifas cenociticas hialinas (seta verde),
esporangioforo terminando em vesicula globosa com ou sem esporos aderidos (seta vermelha), esporos

hialinos (seta azul).
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Figura 1.7. Aspectos macroscépicos e microscopicos dos isolados UFT Cel5 (P), UFT Cel6 (Q), UFT
Cel7 (R). A microscopia mostra hifas ramificadas (seta amarela), hifas cenociticas hialinas (seta verde),
esporangioforo terminando em vesicula globosa com ou sem esporos aderidos (seta vermelha), esporos
hialinos (seta azul).
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Figura 1.8. Aspectos macroscopicos e microscopicos dos isolados UFT Cel8 (S), UFT Cel9 (T), UFT
Ce20 (U). A microscopia mostra hifas ramificadas (seta amarela), hifas cenociticas hialinas (seta verde),
esporangioforo terminando em vesicula globosa com ou sem esporos aderidos (seta vermelha), esporos
hialinos (seta azul).
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Alexopoulos et al. (1996) afirmam que espécies de Cunninghamella sdo muito sensiveis
a pequenas variacOes de temperatura, umidade e no meio de cultura, o mesmo isolado crescido
em diferentes meios pode apresentar aspectos fenotipicos diferenciados. Porém, o presente
estudo encontrou caracteristicas macroscopicas e microscopicas que assemelham os vinte
isolados a cepa referéncia e a literatura.

Com relacdo ao perfil de crescimento micelial, todas as cepas avaliadas cobriram o
diametro da placa no periodo de 120 horas, sendo que, no periodo de 96 horas a cepa referéncia
e os isolados UFT Ce07 e UFT Cel9 ndo haviam preenchido todo o didmetro da placa de Petri.
Esse rapido crescimento no periodo de 96 horas, classifica as cepas com velocidade de
crescimento rapida (< 7 dias).

Para o calculo do IVCM, considerou-se o didmetro da col6nia de 24 h a 72 h, visto que
algumas cepas ja haviam preenchido o didmetro da placa de Petri neste periodo. Verificou-se
que as cepas que apresentaram maior velocidade de crescimento foram a UFT Ce09 (25,77
mm.dial), UFT Ce08 (25,70 mm.dia), UFT Cel0 (24,27 mm.dial) e, por seguinte, a UFT
Cel13 (23,90 mm.dia?), de acordo com a Tabela 1.2.

A cepa referéncia apresentou o terceiro menor IVCM (15,67 mm.dia?), ficando a frente
apenas dos isolados UFT Ce07 (15,0 mm.dia™) e UFT Ce19 (15,60 mm.dia™), ou seja, das vinte
cepas isoladas, dezoito apresentaram melhor crescimento comparada a cepa referéncia.

No periodo de 24 horas, os isolados que mais diferiram estatisticamente, apresentando
maior crescimento, foram os isolados UFT Ce03 e UFT Ce20, e no periodo de 48 horas as cepas
gue mais apresentaram crescimento estatisticamente significativo foram UFT Ce02, UFT Ce03
e UFT Ce04. No periodo de 72 horas algumas cepas ja haviam preenchido o didmetro da placa
(95 mm), obtendo um perfil de crescimento mais uniforme (Tabela 1.2).

Tabela 1.2. Distribuicdo da velocidade de crescimento micelial das cepas isoladas e da cepa referéncia

no periodo de 96 horas em placas de Petri com meio BDA.

Cepas Diametro da colonia (mm)? IVCM2
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas (mm.dial)
CBMAI 0843 21,7¢ 48,7 ¢ 68,7 b 935a 15,67
UFT Ce01 27,8Db 55,8 ¢ 90,5a 95,0a 20,90
UFT Ce02 32,7b 725a 95,0a 95,0a 20,77
UFT Ce03 40,7 a 82,5a 950a 95,0a 18,10
UFT Ce04 30,8 Db 79,2 a 945a 95,0a 21,23
UFT Ce05 299b 60,8 b 86,3 a 95,0a 18,80
UFT Ce06 28,3Db 68,5b 95,0a 95,0a 22,23

UFT Ce07 242¢c 445c 69,2 b 935a 15,00
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UFT Ce08 179c 59,4 b 95,0a 95,0 a 25,70
UFT Ce09 17,7¢c 545¢c 95,0a 95,0a 25,77
UFT Cel0 22,2¢C 65,7 b 95,0a 95,0 a 24,27
UFT Cell 13,7¢c 46,0 ¢ 775D 95,0 a 21,27
UFT Cel2 24,2 ¢ 64,0Db 90,2a 95,0 a 22,00
UFT Cel3 23,3 ¢ 645D 95,0a 95,0 a 23,90
UFT Cel4 29,3 b 61,00 90,0a 95,0 a 20,23
UFT Cel5 29,1b 61,8Db 83,0a 95,0 a 17,97
UFT Cel6 25,3¢C 54,3 ¢ 85,2a 95,0 a 19,97
UFT Cel7 251c 46,0 ¢ 755D 95,0 a 16,80
UFT Cel8 236¢C 60,5Db 90,0a 95,0 a 22,13
UFT Cel9 23,7¢C 45,8 ¢ 705b 92,7 a 15,60
UFT Ce20 38,1a 59,7Db 95,0a 95,0 a 18,97
CV (%)? 21,6 10,7 5,6 0,94 -

1 Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a

5% de significancia. 2IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial, 3CV = Coeficiente de variagao.

Em se tratando de isolados do mesmo género, Cunninghamella, e mesmas condi¢es de
crescimento, houveram diferengas significativas no indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) entre a cepas avaliadas. Souza et al. (2007) ao avaliar o IVCM de sete isolados
do fungo Colletotrichum lindemuthianum verificaram que apenas dois isolados tiveram
variacdo significativa na velocidade de crescimento micelial. Outros estudos utilizaram o
IVCM para avaliar o crescimento de microrganismos em diferentes temperaturas e meios de
cultura (DIAS et al., 2005; MAIA et al., 2011; FERREIRA et al., 2012).

As Figuras 1.9 a 1.11 mostram o micélio dos isolados e da cepa referéncia em
crescimento, durante as quatro leituras, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas. Observa-se 0
preenchimento da placa no periodo de 72 horas para alguns isolados, demonstrando o rapido

crescimento micelial do género Cunninghamella.
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Figura 1.9. Perfil de crescimento micelial das cepas isoladas (UFT Ce01 a UFT Ce07) nos tempos 24h,
48h, 72h e 96h em placa de Petri contendo meio BDA.
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Figura 1.10. Perfil de crescimento micelial das cepas isoladas (UFT Ce08 a UFT Cel4) nos tempos
24h, 48h, 72h e 96h em placa de Petri contendo meio BDA.



43

UFT Cel5s

UFT Celé6

UFT Cel7

&
—
-
v-d
L
_—

:

Iz
—
—

CBMALI 0843

Figura 1.11. Perfil de crescimento micelial das cepas isoladas (UFT Cel5 a UFT Ce20) e da cepa
referéncia (CBMAI 0843) nos tempos 24h, 48h, 72h e 96h em placa de Petri contendo meio BDA.
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1.5 CONCLUSAO

Foram isoladas 20 cepas de fungos caracteristicos do género Cunninghamella em solo
de areas de cultivo de milho, mandioca, soja e arroz, demonstrando assim, o perfil ubiquitario
deste fungo e a possibilidade de ser encontrado em areas de cultivo irrigadas.

A identificagdo macroscopica e microscopica péde demonstrar semelhancas dos
isolados com a cepa referéncia, classificando-as como pertencentes ao género Cunninghamella.
O indice da velocidade de crescimento micelial apresentou-se maior para as cepas UFT Ce08,
UFT Ce09, UFT Cel0 e UFT Cel3, e a cepa referéncia apresentou a terceira menor velocidade
de crescimento micelial.

Por fim, este trabalho contribui para a ampliacdo do conhecimento da existéncia e
diversidade de fungos do género Cunninghamella em diferentes solos, tendo em vista a caréncia
de informacdo sobre a distribuicdo desses organismos, em contrapartida a sua grande

aplicabilidade biotecnoldgica.
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CAPITULO 2

PERFIL METABOLICO EM MEIO LIQUIDO E ESPORULACAO DE CEPAS
ISOLADAS DE Cunninghamella sp.

METABOLIC PROFILE IN LIQUID MEDIUM AND SPORULATION OF
Cunninghamella sp. ISOLATED STRAINS
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RESUMO

Para o crescimento e reproducédo de fungos in vitro, além dos fatores nutricionais como fontes
de carbono e nitrogénio, sdo requeridos fatores ambientais, como temperatura e luminosidade,
importantes para o crescimento micelial e producao de esporos. O estudo objetivou avaliar a
esporulacdo, o consumo de glicose e nitrogénio em meio liquido YPD (Yeast extract, Peptone,
Dextrose) e verificar as variacoes de pH durante o cultivo de isolados de Cunninghamella sp. e
da cepa referéncia de C. elegans (CBMAI 0843). As cepas, em geral, apresentaram contagem
crescente de esporos até o tempo de 96 horas, decaindo no tempo de 120 horas. Todas as cepas
alcancaram a concentragdo de 10° esporos.mL™* no periodo de 96 horas. Os isolados UFT Ce09,
UFT Cel4 e UFT Ce0Q7 apresentaram maior esporulacdo. A concentracdo de glicose no meio
liquido no inicio do cultivo decresceu rapidamente em 24 horas e gradativamente até 120 horas,
apresentando concentraces minimas residuais ao final do cultivo, demonstrando um constante
consumo de glicose pelos fungos em um curto periodo de tempo. No periodo de 96 horas 0s
isolados UFT Ce04, UFT Ce05, UFT Ce06, UFT Ce08, UFT Ce09 e UFT Cel4 consumiram
maiores quantidades de glicose que os outros fungos avaliados, com destaque a cepa UFT Ce09
que utilizou toda glicose remanescente neste periodo. De 20 g.L* de glicose adicionada em
meio liquido YPD restaram ao final em média 0,21 g.L™:. O maior consumo de nitrogénio
também ocorreu nas primeiras 24 horas. Porém, ap6s esse periodo, houve um acréscimo na
concentracdo de nitrogénio. No periodo de 48 a 96 horas, a concentracdo para a maioria das
cepas novamente diminuiu, aumentando apds 96 horas de cultivo. Essa oscilacdo se deve a
producdo de enzimas durante o crescimento e a producao de compostos nitrogenados originados
do metabolismo secundario do microrganismo. Restaram em média 3,0 g/L de nitrogénio ao
final do cultivo. O pH do meio de cultivo, para a maioria das cepas, apresentou queda nas
primeiras 24 horas e entre 48 e 72 horas, e um subsequente aumento apds 72 horas,
caracterizagcdo da fase “lag” e exponencial do crescimento fungico. O meio liquido YPD
mostrou-se ideal para o crescimento dos fungos, apresentando minimas concentragdes residuais

de glicose e nitrogénio ao final do periodo de cultivo.

Palavras-chave: Esporos; Carbono; Nitrogénio; Cultivo submerso.



50

ABSTRACT

For the growth and reproduction of fungi in vitro, besides nutritional factors such as carbon and
nitrogen sources, environmental factors such as temperature and light are also required, because
they are important for the mycelial growth and sporulation. The study aimed at evaluating the
sporulation, the consumption of glucose and nitrogen in YPD (Yeast extract, peptone, dextrose)
liquid medium and at verifying the pH variations during cultivation of Cunninghamella sp.
isolates on soil of growing areas in the south of Tocantins and of the reference strain C. elegans
(CBMAI 0843). The strains, in general, presented increasing spore counts until 96 hours,
decreasing after 120 hours. All strains reached the 10° spores/mL concentration within 96 hours.
The isolates UFT Ce09, UFT Cel4 and UFT Ce07 showed higher sporulation. The glucose
concentration in liquid medium at the beginning of the cultivation decreased rapidly within 24
hours and gradually until 120 hours, presenting minimal residual concentrations at the end of
cultivation, which showed a constant glucose consumption by the fungi in a short period. At 96
hours, the UFT Ce04, UFT Ce05, UFT Ce06, UFT Ce08, UFT Ce09 and UFT Cel4 isolates
consumed more glucose than other strains, especially the UFT CeQ9 strain, which used all the
remaining glucose during that period. From 20 g.L* of glucose added in YPD liquid medium,
about 0.21 g.L™* remained. The highest consumption of nitrogen also occurred within 24 hours.
However, after this period, the nitrogen concentration increased. Within 48 to 96 hours, the
concentration for most strains decreased once more, increasing after 96 hours of cultivation.
This oscillation is due to enzyme production during growth and to production of nitrogenous
compounds originated from the secondary metabolism of the microorganism. At the end of
cultivation, about 3.0 g.L of nitrogen remained. The culture medium pH, for most strains,
decreased in the first 24 hours and between 48 to 72 hours, and a subsequent increase after 72
hours, characterizing the "lag" and exponential phase of fungal growth. The YPD liquid
medium proved to be ideal for the fungal growth, presenting minimal residual glucose and

nitrogen concentrations at the end of the cultivation period.

Keywords: Spores; Carbon; Nitrogen; Submersed culture.
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2.1 INTRODUCAO

Os microrganismos sdo adaptados ao meio ambiente natural onde vivem, pois nele
existem fatores limitantes como fontes de carbono e nitrogénio, microelementos, entre outros,
e isso confere a eles um estado de homeostase (BARBOSA et al., 2004). Carbono, nitrogénio e
fosforo sdo elementos indispensaveis na nutricdo de fungos (CARLILE et al., 2001).

Fluxos de carbono e nitrogénio constituem nutrientes importantes para as interagdes
fangicas e para regulacdo do crescimento celular. A coordenagdo desses fluxos pode ser
regulada na assimilacdo ou no metabolismo, dependendo das condi¢cbes de crescimento e da
natureza da fonte de carbono e nitrogénio (SCHNEPER et al., 2004).

O nitrogénio provem de fontes orgénicas e fontes inorganicas. As fontes organicas mais
utilizadas séo: peptona, glutamato, L-asparagina, extrato de levedura, succinato de amonio,
entre outras. As inorganicas podem ser: sulfato de aménio, nitrato de sodio, nitrato de potassio,
nitrato de amonio, e outros (BAE et al., 2000; BARBOSA et al., 2004).

O nitrogénio € um elemento essencial encontrado em quase todas as macromoléculas
dos organismos vivos, porém, a maioria dos trabalhos realizados sobre o metabolismo de
nitrogénio em microrganismos utiliza um meio minimo com composicéo conhecida, e um Unico
composto nitrogenado (LARGE, 1986; VILANOVA et al., 2007).

Os principais compostos utilizados como fonte de carbono sdo os monossacarideos
(glicose, frutose e galactose) ou dissacarideos (maltose e sacarose), sendo a glicose 0 composto
preferencialmente assimilado pelos fungos, que favorece a formacéo de biomassa e a producéo
de polissacarideos, como amido, B-glucano e quitina (FLORES et al., 2000; PASSOS et al.,
2009).

Para o crescimento e reproducdo de fungos in vitro, além dos fatores nutricionais, sdo
requeridos fatores ambientais, como temperatura e luminosidade, importantes para o
crescimento micelial e produgéo de esporos (NOZAKI et al., 2004).

A biotecnologia explora as atividades fangicas com capacidade de impacto industrial.
Nessas atividades, os fungos estdo envolvidos nas biotransformacgdes; na producdo de
metabolitos uteis; na producdo de biomassa; na atividade enzimatica; no controle biolégico de
insetos e nematddeos; nas associagbes micorrizicas, entre tantas outras atividades
(MACHADO, 2006).
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Com relagdo a producdo de biomassa, o fungo Cunningamella elegans da Classe
Zygomycetes, Ordem Mucorales, se destaca por apresentar maior quantidade de quitina e
quitosana em suas paredes celulares (SYNOWIECKI & AL-KHATEEB, 1997; AMORIM et
al., 2001; ANDRADE et al., 2003).

A formacéo de esporos do fungo Cunninghamella sp. pode ocorrer de forma sexuada ou
assexuada. Os esporos de origem assexuada ou aplandsporos se originam em estruturas
reprodutivas, esporangio ou por diferenciacao da hifaem clamiddsporo e artrésporo. Os esporos
de origem sexuada ou zigosporos, formados a partir da unido de hifas diferenciadas em
gametangios femininos e masculinos, os quais se fundem ocorrendo entéo a cariogamia (DUBE,
1978).

Assim, a esporulacdo consiste em um processo de diferencia¢do envolvendo células
reprodutivas afetadas por modificacdes morfoldgicas, fisiologicas e bioguimicas, sendo, na
maioria das vezes, complicado conseguir isolados esporulantes, ou mesmo padronizar
condicdes ideais para a esporulacdo de fungos (CASTRO & COELHO, 2000; CRUZ et al.,
2009)

O fungo Cunninghamella sp. tem sido extensamente estudado visando elucidar
melhores condicdes de cultivo, e utilizacdo de nutrientes, a fim de potencializar seu crescimento
a nivel laboratorial para aplicacfes cientificas e industriais. Assim, o presente estudo tem por
objetivo, tracar o perfil de esporulacdo e o perfil metabdlico de crescimento de cepas isoladas

do fungo Cunninghamella sp. em meio liquido.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a esporulacdo de cepas de Cunninghamella sp. isoladas de solos de areas de
cultivo no sul tocantinense e da cepa referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843) e
estabelecer o perfil metabolico de crescimento em meio liquido YPD (Yeast extract, Peptone,

Dextrose).

2.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a esporulacéo das cepas em meio sélido BDA (Batata, Dextrose, Agar);

Avaliar o consumo de glicose e 0 consumo de nitrogénio (proteinas totais) pelas cepas
durante o cultivo, através de sistemas enzimaticos-colorimétricos;

Verificar as variagdes de pH do meio liquido durante o cultivo;

Corroborar ou contestar com o0s achados descritos na literatura acerca do perfil

metabolico do fungo Cunninghamella sp.
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2.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia da Incubadora de

Empresas da Universidade Federal do Tocantins, Campus Universitario de Gurupi-TO.

2.3.1 Microrganismos

Foram utilizadas amostras de Cunninghamella elegans adquiridas da Colecéo Brasileira
de Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMAI) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), CBMAI 0843, e amostras de vinte cepas de Cunninghamella sp. isoladas do solo
de areas de cultivo do sul do Tocantins, caracterizadas fenotipicamente (microscopicamente e

macroscopicamente) pelo Laboratdrio de Microbiologia da UFT, Gurupi-TO.

2.3.2 Meios de Cultura

Para a manutencdo das amostras e avaliagdo da esporulacdo utilizou-se o meio BDA
(2509 de batata, 20g de dextrose, 20g de agar, 250mg de ampicilina por litro de agua), vertido
em placa de Petri. E para o cultivo em batelada foi utilizado o meio YPD com a seguinte
composicdo: 2 g de extrato de levedura, 10 g de peptona e 20 g de dextrose, diluidos em agua

destilada (1L), e pH corrigido para 4,5.

2.3.3 Condicdes de Cultivo

Os fungos foram cultivados em placa de Petri, de 9 cm de diametro, contendo 20 mL de
meio de cultura BDA solidificado, incubadas invertidas a 28 °C e mantidos em BOD. Para

manutencg&o da cultura, procedeu-se armazenamento das placas refrigeradas (4 °C).
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O cultivo em meio liquido partiu de cultura monospoérica de cada amostra de fungo,
realizando a padronizacdo do indculo através da contagem de esporos em camara de Neubauer
na concentragdo final de 10° esporos.mL™,

Os indculos padronizados foram adicionados em frascos Erlenmeyer de 250mL,
contendo 50mL do meio YPD. Procedeu-se, entdo, a incubagdo a temperatura ambiente, durante
120 horas sob agitagéo orbital constante de 100rpm.

A cada 24 horas foram retiradas aliquotas do meio metabdlico para acompanhamento
do consumo de glicose e nitrogénio, assim como da variacdo do pH. Totalizaram-se cinco
tempos de estudo para cada amostra de fungo estudado. Para todas as amostras de fungo o

experimento foi realizado em triplicata.

2.3.4 Avaliacéo da Esporulacéo

Para avaliar a esporulacdo, as vinte cepas isoladas de fungo Cunninghamella sp. e a cepa
referéncia foram cultivadas em placa de Petri de 9 cm de didametro contendo 20 mL de meio
BDA solidificado, incubadas a 28 °C em BOD com fotoperiodo de 12 horas. A cada 24 horas,
3 placas de cada amostra de fungo foram retiradas da incubacéo para procedimento de contagem
de esporos, configurando cinco leituras: 24, 48, 72, 96 e 120 horas.

O numero de esporos foi determinado adicionando-se 5mL de agua destilada na placa
de Petri cultivada e removendo os esporos com um pincel redondo de cerdas macias numero
12. A suspenséo obtida na placa foi filtrada em gaze de algoddo em tecido tipo tela no formato
de compressa com duas dobras e estéril.

Para a contagem de esporos preencheu-se a camara de Neubauer com 10uL da
suspensdo filtrada de esporos com a ajuda de micropipeta monocanal de volume variavel e
procedeu-se leitura em microscopio Optico realizando-se trés leituras para cada placa.

Foram considerados 0s esporos presentes no quadrante central da cdmara de Neubauer,
levando em consideragdo o tamanho pequeno do esporo e a necessidade de estabelecer uma
concentragéo de 108 esporos.mL™! para consequente cultivo em meio liquido. Assim, procedeu-
se a contagem dos 5 quadrantes, 4 laterais e 1 central, localizados no quadrante central da
camara de Neubauer na objetiva de 40x. A concentracdo de esporos foi determinada pela

multiplicacdo do numero total de esporos nos 5 quadrantes, pela formula (BASTIDAS, 2008):
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total de esporos dos 5 quadrantes
x4x10°

Concentragao de esporos = -
¢ P numero de quadrados

Sendo:

O numero de quadrados = 80, pois 16 quadrados em cada quadrante x 5 quadrantes.

2.3.4 Consumo de Glicose

Para estabelecer o consumo de glicose foi utilizado método enzimatico colorimétrico
(Labtest®). Retirou-se aliquotas dos meios de cultivo e efetuou-se as leituras em
espectrofotdmetro digital, a 405 nm, seguindo as recomendacOes estabelecidas pelo Manual
Labtest para Glicose Liquiform (Ref. 133) (LABTEST, 2011).

2.3.5 Consumo de Nitrogénio

O consumo de nitrogénio foi determinado através da determinacéo de proteinas totais,
também por método enzimatico colorimétrico (Labtest®). Retirou-se aliquotas dos meios de
cultivo e efetuou-se as leituras da absorbancia em espectrofotometro digital, a 545 nm,
conforme recomendacbes do Manual Labtest para Proteinas Totais (Ref. 99) (LABTEST,
2009).

2.3.6 Determinacéo do pH

A determinagdo do pH foi realizada utilizando-se de phmetro digital imerso no meio de
cultivo.
2.3.7 Andlise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o programa estatistico Assistat 7.6.
(SILVA & AZEVEDO, 2009).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do perfil de esporulacéo da cepa do fungo C. elegans e das cepas isoladas
de Cunninghamella sp., em geral, apresentaram contagem crescente de esporos até o tempo de
96 horas, decaindo no tempo de 120 horas (Figura 2.1). Com excec¢édo a cepa UFT Ce07, UFT
Cel2 e UFT Cel3 que apresentaram o maximo de esporulagdo no periodo de 72 horas.

—+—CBMAI DB43

BO0OOODO

—de— UFT Ce20

Tempo (horas)

Figura 2.1. Curvas sobrepostas do nimero de esporos das cepas de Cunninghamella sp. e da cepa
referéncia (CBMAI 0843) no periodo de 120 horas.

As cepas gque apresentaram maior nimero de esporos no periodo de 96h foram o isolado
UFT Ce09 com 9,19 x 10° esporos.mL™ e o isolado UFT Cel4 com 7,23 x 10° esporos.mL™,
diferenciando estatisticamente das outras cepas avaliadas. No periodo de 72h a cepa UFT Ce07
apresentou maior esporulagdo com 7,05 x 10° esporos.mL™* (Tabela 2.1).

A maioria das cepas isoladas de Cunninghamella sp. tiveram comportamento
semelhante a cepa referéncia C. elegans (CBMAI 0843) com relacdo ao periodo de maior
esporulacao e quanto ao nimero de esporos. Como pode ser observado os resultados estatisticos

pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Contagem de esporos das Cepas de Fungo Cunninghamella sp. e da cepa referéncia
(CBMAI 0843) cultivadas em meio BDA a 28 °C no periodo de 120 horas.!

Cepas NGamero de Esporos.mL?

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

CBMAI 0843 0,18.10%d 0,25.106d 0,54.10% b 3,44.10%¢ 1,19.10%¢
UFT Ce01 0,55.10°¢ 0,80.10%d 0,93.10°b 1,95.10°¢ 2,00.10%b
UFT Ce02 0,43.10%¢ 0,53.10%d 1,08.10%b 2,30.10%¢ 1,40.10%¢
UFT Ce03 0,00.10°d 0,30.10%d 1,55.10%b 2,23.10°¢ 1,30.10%¢c
UFT Ce04 0,15.10°d 0,65.10°d 0,93.10°b 1,25.10°¢ 1,05.10%¢c
UFT Ce05 0,04.10%d 0,30.10%d 1,03.10%b 3,70.10%¢ 1,90.10% b
UFT Ce06 0,05.10°d 0,60.10°d 1,51.10%b 3,66.10°c 2,70.10°b
UFT Ce07 0,40.10%¢ 3,40.10% b 7,05.10% a 3,10.10%¢ 2,55.10% b
UFT Ce08 0,15.10%d 0,33.10%d 0,59.10% b 5,03.10° b 4,70.10%a
UFT Ce09 0,29.10%d 2,06.10°¢c 2,29.10%b 9,19.10°a 4,94.10°a
UFT Cel0 0,03.10%d 2,15.10%¢ 2,13.10%b 2,65.10%¢c 2,10.10°b
UFT Cell 0,88.10° b 1,60.10°d 1,68.10%b 3,30.10%¢ 1,33.10%¢
UFT Cel2 0,03.10%d 0,55.106d 2,00.10%b 1,95.10%¢ 1,95.10%b
UFT Cel3 0,13.10%d 0,55.106d 2,53.10%b 2,30.10%¢ 1,53.10%¢
UFT Cel4 4,10.10°a 4,83.10°a 6,75.10° a 7,23.10%a 1,75.108 b
UFT Cel5 0,14.10%d 0,41.10%d 1,13.10%b 4,65.10° b 1,93.10%b
UFT Cel6 0,03.10°d 0,13.10%d 0,65.10° b 1,20.10%¢ 0,85.10% ¢
UFT Cel7? 0,08.10°d 0,45.10%d 0,63.10° b 2,53.10%¢ 1,50.10% ¢
UFT Cel8 0,05.10%d 0,10.10%d 0,63.10° b 1,50.10% ¢ 1,00.10% ¢
UFT Cel9 0,08.10°d 0,71.10%d 1,50.10%b 5,54.10% b 2,83.10°b
UFT Ce20 0,13.10°d 0,23.10°d 0,50.10°b 3,88.10° ¢ 0,48.10° ¢

CV (%)? 38,76 40,17 50,10 37,16 26,34

1 Médias seguidas de mesma letra minGscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a

5% de significancia. 2CV = Coeficiente de variago.

Mesmo diante da grande aplicabilidade biotecnoldgica da Cunninghamella sp., ndo
foram encontrados estudos que demonstraram o perfil de esporulacdo do fungo. Com relagédo
as condicdes de cultivo, Hanada et al. (2002), Carnauba et al. (2007) e Da Silva & Teixeira
(2012), obtiveram boa producdo de esporos por fitopatégenos utilizando o meio de cultura
BDA. Da Silva & Teixeira (2012) ainda destacam que o BDA é um dos meios de cultivo mais
ricos nutricionalmente e com maior quantidade de carboidratos complexos.

A luminosidade favorece a formacgédo de esporos, sendo que, a maioria dos fungos
esporulam quando expostos a luz continua, mas alguns requerem um periodo no escuro
seguidos por um periodo no claro (PIEROBOM et al., 2005). As cepas do presente estudo
esporularam em BOD com fotoperiodo de 12 horas.

Todas as cepas avaliadas alcancaram a concentragio de 10 esporos.mL™ no periodo de

96h, possibilitando, neste periodo, a transferéncia do indculo para o meio liquido YPD de forma
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a avaliar o perfil metabolico das cepas. De acordo com Penariol et al. (2008), a suplementagao
do meio de cultivo com peptona e extrato de levedura estimula o crescimento e a esporulagéo
do fungo.

Com relacdo ao consumo de glicose do meio liquido YPD os resultados se apresentaram
homogéneos entre as vinte cepas isoladas de Cunninghamella sp. e a cepa referéncia (CBMAI
0843). A curva da concentragdo de glicose no inicio do cultivo, concentragdo de 20 g.L™,
decresce rapidamente em 24 horas e gradativamente até 120 horas, caracterizando um constante
consumo de glicose pelos fungos em um curto periodo de tempo (Figura 2.2).

Este rapido consumo da glicose nas primeiras 24 horas também foi observado em
diversos estudos como, Marinho (2004) utilizando 107 esporos.mL™ de C. elegans (UCP 542)
em meio Sabouraud Dextrose contendo 20 g.L* de glicose; Souza (2004) utilizando 10’
esporos.mL™? de C. elegans (UCP 542) em meio descrito por Hesseltine & Anderson (1957)
com 40 g.L? de glicose e adicio de fosfato de potassio e Souza (2008) também utilizando 10’
esporos.mL* de C. elegans (UCP 596) em meio Sabouraud contendo 40 g.L™ de glicose, no

qual relatam a utilizacdo de aproximadamente 90% da glicose nas primeiras horas de cultivo.
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Figura 2.2. Curvas sobrepostas da concentracdo de glicose no meio liquido durante o cultivo das cepas

de Cunninghamella sp. e da cepa referéncia (CBMAI 0843) no periodo de 120 horas.

As cepas avaliadas consumiram aproximadamente 15 g.L™ da glicose no meio liquido

em 24 horas. No periodo de 96 horas as diferencas no consumo da glicose se mostraram mais
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significativas, em que os isolados UFT Ce04, UFT Ce05, UFT Ce06, UFT Ce08, UFT Ce0Q9 e
UFT Cel4 consumiram maior quantidade de glicose que os outros fungos avaliados, com
destaque a cepa UFT Ce09 que utilizou toda glicose remanescente neste periodo, ja as cepas
UFT Cel2 UFT Ce01, UFT Ce03 e UFT Cel0 consumiram menores quantidades de glicose
(Tabela 2.2).

Na avaliagdo final, 120 horas, além dos isolados UFT Ce04, UFT Ce05, UFT Ce06,
UFT Ce08, UFT Ce09 e UFT Cel4, a cepa referéncia (CBMAI 0843) e os isolados UFT Ce02,
UFT Cell e UFT Ce20 apresentaram menores quantidades residuais de glicose no meio de

cultivo.

Tabela 2.2. Concentracéo de Glicose no cultivo em caldo YPD das Cepas de Fungo Cunninghamella

sp. e da cepa referéncia (CBMAI 0843) no periodo de 120 horas.!

Concentracéo (g.L?)

Cepas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
CBMAI 0843 5,87a 4,57 a 3,00 a 0,66 e 0,0le
UFT Ce0O1 5,67a 4,07 a 3,65a 2,35b 0,32d
UFT Ce02 5,49 b 4,75 a 2,84a 152c 0,15e
UFT Ce03 542D 4,38 a 3,34a 2,28b 0,25d
UFT Ce04 5,40 b 4,69 a 165b 0,19f 0,08 e
UFT Ce05 5,64 a 4,82 a 2,33b 0,33f 0,07e
UFT Ce06 5,87a 4,00 a 2,23b 0,30 f 0,04e¢
UFT Ce07 577a 4,63 a 2,73 a 1,28d 0,24 d
UFT Ce08 577a 3,94 a 2,87 a 0,01f 0,00 e
UFT Ce09 5,63a 4,75 a 3,99a 0,00 f 0,00 e
UFT Cel0 577a 4,50 a 3,29a 2,08b 0,27d
UFT Cell 577a 4,26 a 2,13b 0,45¢e 0,04 e
UFT Cel2 5,67 a 4,25a 3,84a 2,75a 0,79 a
UFT Cel3 577a 4,32 a 2,53b 1,32d 0,30d
UFT Cel4 5,58 a 4,38 a 1,70b 0,12 f 0,03e
UFT Cel5 5,67 a 3,88a 2,30 b 1,20d 0,28d
UFT Cel6 5,68 a 4,69 a 32la 1,07d 0,42 c
UFT Cel7 5,87a 4,19a 1,89b 1,21d 0,64 b
UFT Cel8 530D 4,82 a 294 a 1,77c 0,27d
UFT Cel9 5,49 Db 4,07 a 1,70b 1,16d 0,22d
UFT Ce20 535D 4,13 a 1,66 b 0,71e 0,06 e
CV (%)? 5,63 7,81 15,75 14,51 23,60

1 Médias seguidas de mesma letra minGscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a

5% de significancia. 2CV = Coeficiente de variagéo.
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De 20 g.L* de glicose adicionada em meio liquido YPD restaram em média 0,21 g.L™,
em relacdo a cepas que ndo consumiram toda glicose ao final do processo fermentativo,
considerando, assim, que ndo houve excesso de fonte de carbono no meio de cultivo para o
crescimento dos fungos.

Ao cultivar C. elegans (IFM 46109) a 10° esporos.mL™ em meio liquido descrito por
Andrade et al. (2000) com 60 g.L™* de glicose, Franco et al. (2005) verificaram uma quantidade
residual de 8 g.L%. Isto se justifica pela maior quantidade de glicose adicionada no meio de
cultivo, correspondendo a uma quantidade trés vezes maior que a quantidade de glicose
utilizada no presente estudo.

Ja Stamford et al. (2007) obtiveram1,27 g.L* de glicose residual ao cultivar C. elegans
(UCP 542) a 102 esporos.mL* em um meio de cultura a base de Jacatupé (Pachyrhizus erosus
L. Urban) contendo 11,14 g.L™ de glicose e 40,9 g.L de amido, por 96 horas. Em 96 horas o
presente estudo obteve em média 1,08 g.L! de glicose remanescente, utilizando menor
concentracdo de carboidrato e de indculo no meio de cultivo.

Félix et al. (2009) cultivaram C. elegans (UCP 542) em meio Sabouraud com glicose a
40 g.L%, concentracéo final de in6culo de 108 esporos.mL™ e verificaram discreto consumo da
glicose até 96 horas de cultivo, contudo, apds este periodo, houve grande utilizacdo deste
substrato pelo microrganismo.

Em estudo com C. elegans (URM 46109) e Mucor racemosus (IFM 40781) cultivados
em meio YPD, Amorim et al. (2001) observaram uma menor utilizacdo da glicose pela cepa de
C. elegans em relagdo ao M. racemosus, porém, este fator ndo interferiu no crescimento da
biomassa do fungo.

Os mesmos autores afirmam que a C. elegans apresenta crescimento diduxico, ou seja,
em mistura de dois substratos ha uma fase “lag” inicial, seguida pelo consumo do substrato
mais facilmente assimilavel, em seguida, ocorre uma segunda fase “lag” de adaptacdo ao
segundo substrato, acompanhada pelo consumo do mesmo, sugerindo assim, que a fonte de
glicose induz inicialmente a sintese de enzimas necessarias para a sua utilizacédo, reprimindo a
sintese de enzimas necessarias para a utilizacdo do extrato de levedura. Este efeito cessa quando
todas as fontes de glicose sdo metabolizadas.

Penariol et al. (2008), por fim, afirmam que a utilizagdo de um meio de cultura
suplementado com peptona (hidrolisado enzimatico de proteinas) propicia maior producéo de
biomassa, preservacdo da viabilidade celular e consumo mais eficiente da fonte de carbono.

Com relacdo a curva da concentragdo de nitrogénio no meio, assim como a glicose, o

maior consumo também ocorreu nas primeiras 24 horas, porém, apos este periodo houve um
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acréscimo na concentracdo de nitrogénio. No periodo de 48 a 96 horas a concentracdo, para a
maioria das cepas, novamente diminuiu, aumentando, por seguinte, apds 96 horas de cultivo
(Figura 2.3).

O consumo de nitrogénio se apresentou semelhante para a maioria das cepas avaliadas
e para cepa referéncia (CBMAI 0843), o acréscimo na concentracdo de nitrogénio pode ser
explicado, inicialmente, pela produgdo de enzimas durante o crescimento e, ao final, pela
producdo de compostos nitrogenados originados do metabolismo secundario do

microrganismo, conforme relataram Amorim et al. (2001) e Stamford et al. (2007).
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——UFT Celd
—e—UFT Ce05
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Concentrago nitrogénio (mg/mL)

UFT Cel3
UFT Celd
UFT Cel5
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Tempo (horas)

Figura 2.3. Curvas sobrepostas da concentracdo de nitrogénio no meio liquido durante o cultivo das

cepas de Cunninghamella sp. e da cepa referéncia (CBMAI 0843) no periodo de 120 horas.

Berger et al. (2009) observaram comportamento semelhante utilizando cepa de C.
elegans (UCP 542) em meio BD (batata dextrose) e indculo de 10° esporos.mL™, em que, do
tempo zero até 24 horas e de 48 a 96 horas a concentracdo de nitrogénio decresceu
continuamente, correspondendo ao mesmo perfil relatado para as cepas do presente estudo, com
excecdo a cepa UFT Cel4 que apresentou um acréscimo na concentragcdo no periodo de 48 a
72 horas (Tabela 2.3).

O mesmo comportamento da cepa UFT Cel4 foi relatado no estudo de Félix et al.
(2009), no qual houve um decréscimo inicial de nitrogénio no periodo de 24 horas, e,
posteriormente, entre 72 e 96 horas, e um aumento em 24 a 72 horas e posterior a 96 horas. O
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acréscimo na concentracdo de nitrogénio apds 96 horas ndo foi observado nos meios de cultivo
das cepas UFT Ce04, UFT Ce07, UFT Cel3, UFT Cel6, e UFT Cel7, apresentando decréscimo

continuo na concentracdo de nitrogénio apos 48 horas (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Concentragdo de nitrogénio no cultivo em caldo YPD das Cepas de Fungo Cunninghamella
sp. da cepa referéncia (CBMAI 0843) no periodo de 120 horas.!

Concentracéo (g.L ™)

Cepas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
CBMAI 0843 2,44 a 4,80 a 3,05b 311a 3,37a
UFT Ce01 091b 4,53 a 3,38Db 2,65a 3,48 a
UFT Ce02 0,54 b 4,89 a 2,47b 2,41 a 3,58 a
UFT Ce03 154 b 5,07 a 3,38b 2,65a 3,58 a
UFT Ce04 1,09b 5,88 a 453 a 3,74 a 3,06 a
UFT Ce05 28la 5,80a 527 a 4,83 a 5,58 a
UFT Ce06 2,63a 4,80 a 354D 2,26 a 3,48a
UFT Ce07 154 b 4,25 a 3,54b 3,35a 2,22 a
UFT Ce08 2,26 a 4,80 a 3,29b 311a 3,27 a
UFT Ce09 2,08a 3,98a 2,72b 0,62 a 2,22 a
UFT Cel0 2,35a 4,98 a 4,61a 3,12a 3,37a
UFT Cell 1,18Db 534a 3,63b 2,26a 3,90 a
UFT Cel2 2,99 a 4,25 a 3,38b 3,27 a 3,90 a
UFT Cel3 1,09b 5,07 a 4,45 a 4,05a 3,69 a
UFT Cel4 1,81b 5,07a 519a 4,13 a 4,21a
UFT Cel5 1,72b 4,89 a 3,87b 2,34 a 3,16 a
UFT Cel6 1,54b 4,98 a 3,71b 3,19a 2,74 a
UFT Cel7 1,45b 543a 420 a 3,50a 2,852
UFT Cel8 1,45b 4,62 a 3,96 b 3,27 a 3,48 a
UFT Cel9 3,08 a 516a 3,38Db 2,88a 3,37a
UFT Ce20 1,90b 561la 4,53 a 2,96 a 5,27 a
CV (%)? 19,84 11,43 13,23 16,46 17,06

! Médias seguidas de mesma letra minUscula, nas colunas, néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a

5% de significancia. 2CV = Coeficiente de variagao.

Stamford et al. (2007) encontraram uma concentracdo residual de 0,18 g.L?' de
nitrogénio no meio de cultivo & base de Jacatupé contendo 8,72 g.L ™ de proteinas totais em 96
horas, ja o presente estudo obteve em média 3,0 g.L de nitrogénio residual neste mesmo
periodo, utilizando 10 g.L™* de peptona.

Contudo, Franco et al. (2004) utilizando cepas de C. elegans (IFM 46109) a 10’
esporos.mL™? cultivadas em meio sintético para Mucolares contendo 3 g.L™* de asparigina,

verificaram diminuig&o continua da concentragdo proteica no meio de cultivo, em todo periodo
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de avaliagéo, 96 horas. Contrariando os resultados anteriormente apresentados e os resultados
do presente estudo.

Penariol et al. (2008) afirmam que peptonas contém mistura de fontes de carbono e
nitrogénio que podem ser facilmente utilizaveis por fungos e o extrato de levedura é usado
como fonte de nitrogénio para o crescimento de fungos e contém aminoacidos, peptideos,
vitaminas e carboidratos solUveis em &gua.

O pH no meio de cultivo, inicialmente, a 4,5, apresentou uma queda em 24 horas, para
todas as cepas (Figura 2.4). Essa diminuicdo se caracteriza como a fase exponencial do
crescimento fungico, devido a alta troca metabodlica que provoca liberagdo de ions da célula e
formacdo de acido pirtvico a partir da glicose presente no meio de cultura. Inicia-se, em
seguida, a fase “lag” com valores de pH aproximadamente constantes, por fim, o pH tende a
neutralidade, atingindo os seus valores mais altos, possivelmente devido a diminuic¢do das
atividades metabdlicas ao final do tempo de cultivo (STAMFORD et al., 2007; FELIX et al.,
2009).
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Figura 2.4. Curvas sobrepostas da variacdo de pH do meio liquido durante o cultivo das cepas de

Cunninghamella sp. e da cepa referéncia.

Andrade et al. (2000), Amorim et al. (2001) e Franco et al. (2004) também relataram

valores constantes de pH durante a fase “lag” e queda do pH durante a fase exponencial.
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Ap0s a fase exponencial os valores de pH oscilaram entre 4 e 6 (Tabela 2.4). Amorim
et al. (2001) tiveram valores de pH oscilando entre 3 e 4, Franco et al. (2005), apresentaram pH
variando entre 4 e 5 e Stamford et al. (2007) demonstraram uma variacao entre 5 e 7.

Variagdo de pH similar a este estudo foi demonstrado por Berger et al. (2009) no qual o
pH do meio de cultivo apresentou uma queda nas primeiras 24 horas e entre 48 e 72 horas, e
um subsequente aumento apo6s 72 horas. Como também, a maioria das cepas avaliadas deste

estudo tiveram oscilacfes nos valores de pH semelhantes a cepa referéncia.

Tabela 2.4. Variacao do pH no cultivo em caldo YPD das Cepas de Fungo Cunninghamella sp. da cepa
referéncia (CBMAI 0843) no periodo de 120 horas.*

pH
Cepas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
CBMAI 0843 4,01a 4,72 a 4,18d 501b 512a
UFT Ce01 3,90b 4,83 a 4,70 ¢ 551a 548 a
UFT Ce02 3,93b 4,94 a 4,89b 5,67 a 5,78 a
UFT Ce03 4,01a 497 a 490b 597 a 573 a
UFT Ce04 4,00 a 4,86 a 4,33 d 4,64 b 5,46 a
UFT Ce05 3,98Db 4,75 a 4,15d 5,38 a 542 a
UFT Ce06 4,08 a 4,90 a 4,73 ¢ 5,88 a 592a
UFT Ce07 3,84c 4,78 a 4,34d 4,84 b 513a
UFT Ce08 3,92b 493 a 4,59 c 5,56 a 540a
UFT Ce09 3,940 4,68 a 4,40 d 512b 6,03 a
UFT Cel0 3,93Db 4,76 a 4,40 d 559a 5,84 a
UFT Cell 3,73d 4,84 a 4,60 ¢ 559a 543 a
UFT Cel2 3,76 d 4,90 a 4,39d 524b 514 a
UFT Cel3 392D 4,89 a 511a 571a 559 a
UFT Cel4 4,13 a 5,06 a 4,37d 481b 510a
UFT Cel5 3,77d 4,86 a 4,64 c 529b 5,54 a
UFT Cel6 3,69d 4,88 a 469 c 520b 5,67 a
UFT Cel7? 3,940 4,80 a 4,40 d 522b 5,50 a
UFT Cel8 3,96 Db 514 a 4,71 c 583a 556a
UFT Cel9 3,86 C 4,82 a 4,83 b 5,48 a 5,60 a
UFT Ce20 3,88Db 5,00 a 4,52 d 507b 517 a
CV (%)? 1,35 2,30 2,35 4,79 9,45

! Médias seguidas de mesma letra minGscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia. 2CV = Coeficiente de variagao.
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2.5 CONCLUSAO

O estudo pbde evidenciar semelhancas entre os 20 isolados fungicos do género
Cunninghamella e a cepa referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843) quanto ao
perfil de esporulacdo e metabolico.

Todas as cepas avaliadas alcancaram a concentragdo de 10° esporos.mL™* em 96 horas.
Tracar o perfil de esporulagdo é uma forma de verificar o comportamento dos fungos in vitro e
se tornou um diferencial do estudo, tendo em vista a caréncia de bibliografias que avaliam este
parametro.

A concentracdo de glicose no meio de cultivo decresceu rapidamente em 24 horas e
gradativamente até 120 horas, caracterizando um constante consumo de glicose pelos fungos
em um curto periodo de tempo. A concentracdo de nitrogénio apresentou oscilacdes durante o
tempo de cultivo, o que pode ser explicado pelo consumo e sintese de compostos nitrogenados
pelos fungos. O pH também apresentou oscila¢cBes durante o cultivo evidenciando a fase
exponencial e a fase “lag” do crescimento fingico.

Os resultados encontrados corroboram com a maioria dos achados na literatura, mesmo
levando em consideracdo a caracteristica versatil dos fungos que pode se diferenciar ao variar
parametros como pH, fonte de carbono e nitrogénio.

O meio liquido YPD se mostrou ideal para o crescimento dos fungos apresentando
minimas concentracdes residuais de glicose e nitrogénio ao final do periodo de cultivo. Podendo
ser utilizado para crescimento da biomassa flngica e extracdo de compostos.

Este estudo se diferenciou por avaliar o comportamento de ndo apenas uma cepa, COmo
apresenta a maioria das bibliografias analisadas, e sim de varios fungos que foram isolados em
solos do sul do Tocantins, ampliando assim o conhecimento da biologia destes fungos em vista

a aperfeicoar processos metodoldgicos e condig6es de cultivo.
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CAPITULO 3

PRODUCAO DE BIOMASSA E EXTRACAO DE QUITINA E QUITOSANA A
PARTIR DE ISOLADOS DE Cunninghamella sp.

BIOMASS PRODUCTION AND CHITIN AND CHITOSAN EXTRATION FROM
Cunninghamella sp. ISOLATES
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RESUMO

Presente na parede celular de fungos e no exoesqueleto de insetos e crustaceos, a quitina tem
como copolimero a quitosana de grande interesse comercial. Rendimentos iguais ou superiores
de quitina e quitosana tém sido relatados utilizando fungos como fonte alternativa,
principalmente os Zygomycetes. O estudo visa avaliar a producéo de biomassa de nove isolados
de Cunninghamella sp. e da cepa referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843) e
estabelecer a capacidade de producéo de quitina e quitosana por estas cepas. Para a maioria das
cepas avaliadas, o periodo de maior crescimento foi em 48 horas de cultivo, sendo que, neste
periodo, o isolado UFT Ce08 apresentou a maior quantidade de biomassa, 20,17 g.L ™, seguido
do isolado UFT Ce20 com 12,64 g.L ™%, a cepa referéncia com 10,78 g.Lt, UFT Cel1 com 10,72
g.Lt, UFT Ce02 com 9,42 g.Lt, UFT Ce09 com 9,34 g.L e 0 isolado UFT Ce05 com menor
biomassa, 9,15 g.L™. Os isolados UFT Ce04 e UFT Cel4 apresentaram maior crescimento no
periodo de 72 horas com 13,26 g.L™ e 10,50 g.L?, respectivamente. Os rendimentos de quitina
ficaram entre 15,64% a 30,33% e os rendimentos de quitosana entre 0,94% a 7,43%. A cepa
UFT Cell apresentou o melhor quantitativo de quitina e a cepa UFT Ce09, mesmo
apresentando o0 segundo menor quantitativo de biomassa, teve o melhor rendimento de
quitosana. Ja a cepa referéncia teve o terceiro melhor rendimento de quitina, 24,29%, porém, o
terceiro pior rendimento de quitosana, 1,89%, ou seja, sete cepas isoladas no presente estudo
apresentaram maior rendimento de quitosana comparada a cepa referéncia. As cepas de
Cunninghamella isoladas em solo do sul do Tocantins apresentaram alta viabilidade na

producdo desses polissacarideos.

Palavras-chave: Cultivo Submerso; Biopolimeros; Rendimento.
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ABSTRACT

Present in the fungal cell wall and in the exoskeleton of insects and crustaceans, chitin has the
chitosan as copolymer, which provides great commercial interest. Equal or higher yields of
chitin and chitosan have been reported using fungi as an alternative source, especially the
Zygomycetes. The study aims to evaluating the biomass production of nine Cunninghamella
sp. isolates and the reference strain Cunninghamella elegans (CBMAI 0843) and establishing
the chitin and chitosan production capacity by these strains. For most of the tested strains, the
highest growth period was within 48 hours of cultivation, although the UFT Ce08 isolate
showed the highest amount of biomass, with 20.17 g.L, followed by UFT Ce20, with 12.64
g.L%, the reference strain, with 10.78 g.L, UFT Cel1, with 10.72 g.L !, UFT Ce02, with 9.42
g.Lt, UFT Ce09, with 9.34 g.L! and UFT Ce05, with the lowest biomass of 9.15 g.L™. The
UFT Ce04 and UFT Cel4 isolates showed the highest growth in 72 hours, with 13.26 g.L* and
10.50 g.L?, respectively. Chitin yields were between 15.64% to 30.33% and chitosan yields
were between 0.94% to 7.43%. The UFT Cell strain presented the best chitin quantity and
UFT Ce09 strain, even with the second smallest biomass quantity, had the best chitosan yields.
Yet the reference strain had the third best chitin yields, 24.29%, although the third worst
chitosan yield, 1.89%, which means that seven isolated strains in this study showed higher
chitosan yields compared to the reference strain. The Cunninghamella strains isolated from the
soil in southern of Tocantins showed high viability in the production of these polysaccharides.

Keywords: Submersed Culture; Biopolymers; Yield.
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3.1 INTRODUCAO

Presente na parede celular de fungos e no exoesqueleto de insetos e crustaceos, a quitina
é o segundo polissacarideo mais encontrado na natureza depois da celulose. Sua estrutura
quimica é formada por longa cadeia linear de sucessivas unidades de amino monossacarideo
denominado de N-acetilglicosamina (VAZQUEZ et al., 2013).

A quitina apresenta um copolimero derivado da sua desacetilagdo parcial, a quitosana.
Ambas tém sido extensamente estudadas devido ao potencial promissor nas areas
farmacéuticas, alimenticias e biomédicas (KUMAR, 2000; THARANATHAN & KITTURE,
2003; CROFTON et al., 2016; CHIEN et al., 2016).

A Quitina e a quitosana sdo constituidas basicamente por unidades N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina unidas por ligagdes glicosidicas 3 (1-4), em proporcdes variaveis,
sendo que, a quitina por conter acima de 40% de N-acetil-D-glicosamina é insoltivel em solucéo
aquosa de acido acético 1%, e a quitosana, composta, predominantemente, por unidades D-
glicosamina, ¢ um derivado soluvel (SILVA et al., 2006; FRAGUAS et al., 2015).

Esses polimeros considerados naturais, ndo toxicos e biodegradaveis, recebem especial
atencdo por desempenharem atividade antimicrobiana contra diferentes grupos de
microrganismos, como bactérias, leveduras e fungos (BENHABILES et al., 2012; CROISIER
& JEROME, 2013).

O interesse comercial nas aplicacBes de quitosana aumentou nas Ultimas trés décadas, o
que pode ser constatado pelo deposito de patentes, em que, de acordo com o "United States
Patent and Trademark Office", foram registradas 5946 patentes relacionadas a quitosana no
periodo 1976-2006 apenas nos EUA. Entretanto, apesar da enorme potencialidade, ndo vém
sendo implementadas na extensdo esperada (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Atualmente a carapaca de crustaceos é a fonte de quitina e quitosana mais utilizada,
porém, o processo de extracdo destes polimeros utiliza a desacetilacdo termoquimica que
acarreta desvantagens a nivel econémico e ambiental (AMORIM et al., 2001; SANTOS et al.,
2003; FRANCO et al., 2004).

Rendimentos iguais ou superiores de quitina e quitosana tém sido relatados utilizando
fungos como fonte alternativa em comparacéo com fontes tradicionais. Recentes estudos ainda

destacam métodos de otimizacdo para obtencéo de quitina e quitosana a partir da massa micelial
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do fungo Cunninghamella elegans (FREITAS et al., 2006; BERGER et al., 2016; TAYEL et
al., 2016).

A utilizacdo da biomassa fungica para extracédo destes biopolimeros apresenta vantagens
como: independe de fatores sazonais, produz em larga escala, extrai simultaneamente quitina e
quitosana, o processo de extracdo é simples e de baixo custo e evita reagcdes alérgicas a proteinas
de crustaceos (STAMFORD et al., 2007; ZAMANI, 2010).

O processo de extracdo atraves da reacdo de desacetilacdo de quitina em temperaturas
elevadas empregando solucdes concentradas de hidroxido de sddio € o método mais usual para
obtencéo da quitosana (CAMPANA-FILHO & DESBRIERES, 2000).

Uma estimativa da quantidade de quitina e quitosana é usualmente alcangada medindo-
se 0s grupos N-acetil glicosamina e glicosamina, na parede celular de fungos filamentosos. Essa
guantidade corresponde a aproximadamente, 32,7 e 9,4% de quitina e quitosana,
respectivamente, e na casca de crustaceos o conteido de quitina varia entre 15 a 20% (PINTO
etal., 2010; KARIMI & ZAMANI, 2013).

Alguns fungos possuem maiores quantidades de quitina e quitosana em suas paredes
celulares como os fungos da classe Zygomycetes, ordem Mucorales, em especial o género
Cunninghamella (CHATTERJEE, 2005; FAI et al., 2008; CAMPOS-TAKAKI & DIETRICH,
2009).

Nos fungos, ligacdes de hidrogénio intercadeia originam as microfibrilas de quitina.
Essas estruturas suportam grandes pressdes tornando-se responsaveis pela integridade da
parede celular. Quando a sintese da quitina € interrompida, a parede celular torna-se
desorganizada e a célula fangica sofre deformacdes e instabilidade osmética (BOWMANN &
FREE, 2006).

A biomassa de Cunninghamella elegans tem sido intensamente estudada devido sua
elevada quantidade de quitina e quitosana em sua parede celular, apresentando rendimentos
entre 5 e 8% de quitosana, e em torno de 13 a 24% de quitina (ANDRADE et al., 2000,
AMORIM et al., 2001; FRANCO et al., 2005). Assim, métodos de otimizacdo que visam
implementar a producdo destes biopolimeros, particularmente por esta classe de fungos, tém se

destacado atualmente.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo de biomassa de nove isolados de Cunninghamella sp. e da cepa
referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843) e estabelecer a capacidade de producéo

de quitina e quitosana por estas cepas.

3.2.2 Objetivos Especificos

Determinar a biomassa micelial a cada 24 horas de cultivo de nove cepas isoladas de
Cunninghamella sp. e da cepa referéncia;

Comparar os valores biomassa seca determinados com outras estirpes de
Cunninghamella sp. presentes na literatura;

Extrair quitina e quitosana a partir da biomassa seca de nove cepas isoladas de
Cunninghamella sp. e da cepa referéncia;

Estabelecer os valores percentuais de rendimento de quitina e quitosana em relacao a
biomassa micelial seca;

Comparar os rendimentos de quitina e quitosana extraidas das cepas isoladas com a cepa
referéncia e com outras estirpes de Cunninghamella sp. presentes na literatura;

Corroborar ou contestar os resultados obtidos com a literatura existente sobre a

producdo de biomassa e de quitina e quitosana do fungo Cunninghamella sp.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia da Incubadora de
Empresas da Universidade Federal do Tocantins, Campus Universitario de Gurupi-TO.

3.3.1 Microrganismos

Foi utilizada amostra de Cunninghamella elegans adquirida da Colecdo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMAI) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), CBMAI 0843. Foram selecionadas nove cepas de Cunninghamella sp. isoladas
do solo de &reas de cultivo do sul do Tocantins, que apresentaram alto consumo da glicose e

maiores semelhancas no perfil metabolico com a cepa referéncia (Capitulo 2).

3.3.2 Meio de Cultura

Para a producgéo de biomassa foi utilizado o meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) com
a seguinte composicao: 2 g de extrato de levedura, 10 g de peptona e 20 g de dextrose, diluidos
em agua destilada (1 L), e pH corrigido para 4,5.

3.3.3 Condicdes de Cultivo

O cultivo em meio liquido partiu de cultura monospérica de cada amostra de fungo,
realizando a padronizacéo de indculo atraves da contagem de esporos em camara de Neubauer
na concentracdo final de 10° esporos.mL™.

Para o cultivo foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 250mL, contendo 50mL do
meio YPD. Procedeu-se, entdo, a incubacdo a temperatura ambiente, durante 120 horas sob
agitacdo orbital constante de 100 rpm, em mesa agitadora orbital.
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3.3.4 Determinacéo da Biomassa Micelial

A cada 24 horas retirou-se da agitacdo erlenmeyers contendo a biomassa micelial de
cada amostra fangica e filtrou-se a biomassa a vacuo em folha de papel filtro qualitativo 0,45
pum desprezando o meio liquido. Efetuaram-se um total de 5 coletas para cada amostra de fungo,
sendo uma coleta a cada 24 horas até a coleta final em 120 horas. Sendo que, para todas as
amostras de fungo o experimento foi realizado em trés repeticdes.

A biomassa coletada e filtrada foi submetida ao processo de secagem em estufa a 50 °C.
Em seguida, a massa micelial seca foi triturada a p6 e pesada em balanca analitica para

acompanhamento do crescimento.

3.3.5 Extracéo de Quitina e Quitosana

A quitina e quitosana foram extraidas a partir da massa micelial seca, desidratada e
triturada a p6 de acordo com a metodologia descrita por Synowiecky e Al-Khateeb (1997),
como pode ser visualizado no fluxograma da Figura 3.1. Os autores recomendam o uso de 3 a
10g de massa micelial por etapa de extracao.

O processo geral envolveu a desproteinizacdo com 2% m/v de solucdo de hidréxido de
sodio (30:1 v/m, 90 °C, 2h); a separacdo da fracdo insoltvel em alcali (FIA) por centrifugacéo
(4000 rpm, 15 min); a extracdo da quitosana a partir da FIA com &cido acético 10% v/v (40:1
v/m, 60 °C, 6h); a separacao da quitina por centrifugacéo (4000 rpm, 15 min); a precipitacdo da
quitosana a partir do extrato, a pH 9,0, ajustado com uma solucdo de NaOH 4M; a lavagem da

quitina e quitosana com agua, etanol e acetona e secagem ao ar a 20°C.

3.3.6 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o programa estatistico Assistat 7.6.
(SILVA & AZEVEDO, 2009).
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Figura 3.1. Fluxograma da extracdo de quitina e quitosana adaptado de Synowiecky & Al-Khateeb

(1997).
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as vinte cepas isoladas de Cunninghamella sp., foram selecionadas nove cepas
que apresentaram maiores semelhancas no perfil metabdlico em relacdo a cepa referéncia,
sendo elas: UFT Ce02, UFT Ce04, UFT Ce05, UFT Ce06, UFT Ce08, UFT Ce09, UFT Cell,
UFT Cel4 e UFT Ce20 para determinacdo da biomassa e extracao de quitina e quitosana.

As massas miceliais coletadas durante as 120 horas de cultivo foram utilizadas para
estabelecer o perfil de crescimento a partir da biomassa seca (Figura 3.2).

Figura 3.2. Aspecto da massa micelial de Cunninghamella sp. em meio liquido formando maltiplas
esferas (A) e aspecto da biomassa seca triturada (B).

Observa-se que para a maioria das cepas avaliadas, o periodo de maior crescimento foi
em 48 horas de cultivo, sendo que, neste periodo, o isolado UFT Ce08 apresentou a maior
quantidade de biomassa, 20,17 g.L, seguido do isolado UFT Ce20 com 12,64 g.L!, a cepa
referéncia CBMAI 0843 com 10,78 g.L%, UFT Cell com 10,72 g.L%, UFT Ce02 com 9,42 g.
L1, UFT Ce09 com 9,34 g.L e 0 isolado UFT Ce05 com menor biomassa, 9,15 g.L™.

Os isolados UFT Ce04 e UFT Cel4 apresentaram maior crescimento no periodo de 72
horas com 13,26 g.L ! e 10,50 g.L%, respectivamente. Ja o isolado UFT Ce06 teve maior
crescimento em 96 horas com 11,17 g.L* de biomassa seca (Tabela 3.1). Todos os resultados
foram estatisticamente significativos a 5% de significancia pelo teste de Scott-Knott.
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Tabela 3.1. Biomassa seca das cepas isoladas de Cunninghamella sp. e cepa CBMAI 0843 de C. elegans

a cada 24 horas de cultivo em meio YPD.!

Biomassa seca (g.L™)

Cepas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
CBMAI 0843 7,29 a 10,78 ¢ 9,80 a 9,07c 7,62¢
UFT Ce02 8,52 a 9,42 d 9,35a 8,09c 4,69d
UFT Ce04 5,07 a 12,20 b 13,26 a 11,02 b 10,87 a
UFT Ce05 8,39 a 9,15d 8,69 a 8,07c 5,68d
UFT Ce06 7,52 a 9,36 d 10,81 a 11,17b 8,41b
UFT Ce08 8,52 a 20,17 a 12,24 a 13,15a 8,99 b
UFT Ce09 8,95a 9,34d 8,50 a 6,98 c 7,07¢c
UFT Cell 9,73a 10,72 ¢ 8,40 a 9,31c 4,88d
UFT Cel4 7,13a 10,36 ¢ 10,50 a 8,03¢c 7,61c
UFT Ce20 8,33a 12,64 b 11,83 a 10,30 b 8,65Db
CV (%)? 8,47 4,83 11,06 6,17 6,13

1 Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia. 2CV = Coeficiente de variagéo.

De acordo com a Figura 3.3 as cepas que apresentaram melhor crescimento, ou seja,

maior biomassa, considerando todos os periodos de avaliagdo, foram os isolados UFT Ce08,
UFT Ce04 e UFT Ce20. Ja os isolados UFT Ce05, UFT Ce02 e UFT Ce09 apresentaram menor

quantidade de biomassa, consequentemente, o pior crescimento.
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Figura 3.3. Biomassa seca das cepas isoladas de Cunninghamella sp. e cepa CBMAI 0843 de

Cunninghamella elegans a cada 24 horas de cultivo em meio YPD.
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Smith et al. (1999) afirmam que a parede celular fangica compreende cerca de 20- 30%
do peso seco da célula, sua composi¢cdo quimica, estrutura e dimensdo variam
consideravelmente, dependendo das condi¢cGes ambientais e/ou de cultivo laboratorial e essa
formacéo é coordenada com o ciclo celular (KLIS et al., 2006).

Para a maioria das cepas avaliadas, o periodo de maior crescimento foi em 48 horas,
obtendo neste periodo o maior quantitativo de biomassa seca, 20,17 g.L™1. Stamford et al. (2007)
também observaram crescimento exponencial em 48 horas, e, ap0s este periodo, um declinio
do crescimento, obtendo 20,4 g.L™ de biomassa ao cultivar C. elegans (UCP 542) em caldo de
Jacatupé, resultado proximo ao presente estudo.

Crescimento exponencial em todo periodo experimental foram relatados por Franco et
al. (2004) e Souza (2004), ao cultivar C. elegans em meio sintético para mucolares, obtendo
11,6 g.Lt e 122,9 mg.L? de biomassa seca, respectivamente. Berger et al. (2009) também
relataram crescimento crescente de C. elegans (UCP 542) por 96 horas de cultivo em meio BD
(batata dextrose), porém, obtiveram apenas 6 g.L de biomassa seca.

Amorim et al. (2006) cultivando Cunninghamella bertholletiae (IFM 46.114) em meio
YPD, observaram crescimento micelial continuo em 120 horas, porém, a biomassa seca foi de
apenas 9 g.L!, quantidade de biomassa inferior comparando a outro estudo de Amorim et al.
(2001) ao cultivar C. elegans (URM 46109) em meio YPD, obtendo valor mais elevado de
biomassa seca, 25 g.L ™.

Valores inferiores de biomassa de C. elegans (IFM 46109) em meio enriquecido com
glicose, asparagina e tiamina, também foram relatados por Andrade et al. (2000) e Franco et al.
(2005), correspondendo a 11 g.L ! e 11,6 g.L%, respectivamente. Dos Santos et al. (2013)
também obtiveram valores menores de biomassa, 16,95 g.L%, em relacéo ao presente estudo,
ao cultivar C. elegans (UCP/WFCC 0542) em meio composto por milhocina.

A biomassa seca total obtida em todos os processos da cepa referéncia de C. elegans e
das nove cepas isoladas de Cunninghamella sp., foi entdo submetida a extracdo de quitina e
quitosana. A Figura 3.4 mostra 0 aspecto da biomassa e da quitina e quitosana durante o

processo de extragéo.



82

Figura 3.4. Aspecto ap6s a desproteinizagdo, solugdo proteica sobrenadante e a FIA (fracdo insoltvel
em alcali) precipitada (A). Aspecto ap0s extracdo de quitosana a partir da FIA, quitosana sobrenadante
e a quitina precipitada (B). Aspecto da quitosana apés precipitacao (C).

As cepas avaliadas apresentaram resultados heterogéneos no rendimento de quitina e
quitosana. A cepa UFT Cell apresentou o melhor quantitativo de quitina, 30,33%, e 0 segundo
melhor rendimento de quitosana, 5,91%. A cepa UFT Ce09 apresentou maior quantidade de
quitosana, 7,43%, em terceiro a cepa UFT Ce20 com 5,55%, UFT Ce08 com 4,66% e UFT
Cel4 com 4,26%. Os rendimentos de quitina ficaram entre 15,64 a 30,33% e 0s rendimentos
de quitosana entre 0,94 a 7,43% (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Rendimento de quitina e quitosana por cepas isoladas de fungo Cunninghamella sp. e pela
cepa CBMAI 0843 de C. elegans cultivados em meio YPD.

Cepas Rendimento de Quitina (%) Rendimento de Quitosana (%)
CBMAI 0843 24,29 1,89
UFT Ce02 21,42 2,69
UFT Ce04 18,54 1,66
UFT Ce05 22,90 2,43
UFT Ce06 15,64 0,94
UFT Ce08 30,28 4,66
UFT Ce09 16,02 7,43
UFT Cell 30,33 5,91
UFT Cel4d 16,69 4,26
UFT Ce20 22,38 5,55

A cepa UFT Ce06 apresentou o menor rendimento de quitina e quitosana, 15,64% e
0,94%, respectivamente. Ja a cepa referéncia CBMAI 0843 teve o terceiro melhor rendimento
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de quitina, 24,29%, porém, o terceiro pior rendimento de quitosana, 1,89%, ou seja, sete cepas
isoladas no presente estudo apresentaram maior rendimento de quitosana comparada & cepa
referéncia.

A cepa UFT Ce09 apresentou maior rendimento de quitosana, porém, menor
crescimento micelial. Fukuda et al. (2009) afirmam que durante um processo fermentativo as
quantidades de massa micelial e polissacarideos ndo sdo necessariamente proporcionais, sendo
dependentes dos diferentes fatores utilizados no cultivo.

A relacdo biomassa e quitosana também nao foi proporcional no estudo de Amorim et
al. (2001) para C. elegans, pois mesmo alcangando altos valores de biomassa, 25 g.L?, o
rendimento na extracdo de quitosana foi apenas de 2,0%.

Andrade et al. (2000), relataram rendimentos de 28,8% para quitina. Franco et al. (2004)
encontraram rendimento de quitina de 23,8% e quitosana de 7,8%. Franco et al. (2005)
obtiveram 28% e 7,8% de quitina e quitosana, respectivamente. Stamford et al. (2007),
relataram alto rendimento de quitina, 40,09%, contudo, o rendimento de quitosana permaneceu
dentro da média, 5,89%. Um rendimento acima da média foi relatado por Dos Santos et al.
(2013) ao obter 2,14 g.L%, aproximadamente 13,8%, de quitosana.

Baixo rendimento de quitosana, 1,70%, foi obtido por Amorim et al. (2006) ao cultivar
Cunninghamella bertholletiae em meio YPD. Os mesmos relatam que a produ¢do maxima de
quitosana ocorreu nos trés primeiros dias de crescimento, declinando apds este periodo.

Amorim et al. (2001) e Stamford et al. (2007) também relataram que a maior producéo
de quitosana ocorreu nos primeiros dias de crescimento micelial. Os mesmos citam que
rendimentos mais elevados de quitosana em estagios iniciais sugerem que a quitina-
desacetilase, enzima que converte quitina em quitosana, prevaleceu nestas fases e que o fato da
quitina, nos estagios iniciais ser menos cristalina a torna mais susceptivel a referida enzima.

Por fim, os resultados apresentados pelo respectivo estudo sugerem que a
Cunninghamella sp. pode ser considerada uma fonte alternativa promissora para a extragéo de
quitina e quitosana, estimulando a industria biotecnologica com base nos métodos avangados
de fermentacéo.

Otimizar a producdo de quitina e quitosana em diferentes meios é uma alternativa para
implementar a producéo por estes isolados, ja que 0s mesmos apresentaram bons rendimentos

em meio comercial YPD.
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3.5 CONCLUSAO

As cepas isoladas apresentaram bom crescimento micelial, com destaque ao isolado
UFT Ce08 que apresentou o maior valor de biomassa seca, em comparagdo aos outros isolados,
a cepa referéncia (CBMAI 0843) e a maioria da literatura referenciada.

Os rendimentos de quitina e quitosana apresentaram valores proximos aos da literatura,
sendo que, o isolado UFT Cell apresentou 0 maior quantitativo de quitina e o isolado UFT
Ce09 o maior guantitativo de quitosana. A maioria do isolados avaliados produziram mais
quitosana que a cepa referéncia. Assim, conclui-se que as cepas de Cunninghamella isoladas

em solo do sul do Tocantins apresentaram alta viabilidade na producéo desses polissacarideos.
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CAPITULO 4
CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA QUITOSANA EXTRAIDA DE

Cunninghamella sp.

PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF CHITOSAN EXTRACTED
FROM Cunninghamella sp.
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RESUMO

Para avaliar a qualidade da producdo da quitosana a partir da quitina deve ser caracterizado
parametros como massa molar, grau de desacetilacdo e distribui¢cdo dos grupos funcionais ao
longo da cadeia polimérica. A utilizagdo de fungos para extracdo da quitosana possibilita obter
um polimero de alta qualidade, de menor massa molecular e de maior solubilidade. O estudo
objetiva caracterizar fisico-quimicamente amostras de quitosana extraida da parece celular do
isolado UFT Ce09 de Cunninghamella sp. e da cepa referéncia de Cunninghamella elegans
(CBMAI 0843). O grau médio de desacetilacdo foi determinado através da titulacdo
potenciométrica, a massa molar viscosimétrica média através da viscosidade intrinseca da
quitosana em solucdo e a identificacdo dos grupos funcionais foi realizada através da
espectrometria de infravermelho. O aspecto da quitosana dessecada oriunda da biomassa de
Cunninghamella é granular com particulas de formato irregular e coloracdo amarelada a
amarronzada. Em solucdo a mesma se apresenta com textura gelatinosa levemente amarelada.
O grau medio de desacetilacdo foi de 83,7% para quitosana obtida do isolado UFT Ce09 e
80,5% para quitosana obtida da cepa referéncia. As massas molares para a quitosana do isolado
UFT Ce09 e da cepa referéncia foram de 43.031 e 19.215 g.mol?, respectivamente. A
espectrometria de infravermelho apresentou bandas com comprimentos de onda e grupos
funcionais coincidentes com a literatura e com a quitosana comercial. A quitosana fungica deste
estudo apresentou propriedades que atestam sua qualidade e caracteristicas de interesse

biotecnoldgico e comercial.

Palavras-chave: Grau de desacetilacdo; Massa molar; Infravermelho.
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ABSTRACT

To evaluate the quality of chitosan production from chitin, parameters as molecular weight,
degree of deacetylation and distribution of functional groups along the polymer chain must be
characterized. The use of fungi for chitosan extraction enables the possibility of a high quality
polymer, with low molecular weight and higher solubility. The study aims at physical-chemical
characterization the chitosan samples extracted from cell wall of Cunninghamella sp. isolated
UFT Ce09 and the reference strain Cunninghamella elegans (CBMAI 0843). The degree of
deacetylation was determined by the potentiometric titration, the viscosimetric molecular
weight was determined by the intrinsic viscosity of the chitosan solution and the identification
of functional groups was performed using infrared spectroscopy. The aspect of the dried
chitosan derived from Cunninghamella biomass is granulate with irregular shaped particles and
a yellowish to brownish color. In solution, its presents gelatinous texture slightly yellowish.
The degree of deacetylation was 83.7% for the chitosan obtained from the UFT Ce09 isolate
and 80.5% for the chitosan obtained from the reference strain. The chitosan molecular weight
for the UFT Ce09 isolate and the reference strain were 43.031 and 19.215 g.mol?, respectively.
The Infrared spectroscopy presented bands with wavelengths and functional groups coincident
to the literature and to the commercial chitosan. The fungal chitosan of this study showed
properties that confirm its quality and characteristics of biotechnological and commercial

interests.

Keywords: Deacetylation degree; Molecular weight; Infrared.
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4.1 INTRODUCAO

A quitosana é um copolimero derivado da quitina, polimero natural presente na parede
celular de fungos e na carapaca de crustaceos, a mesma pode ser obtida a partir da quitina por
meio da desacetilacdo com alcalis, ou atraves da desacetilagdo enzimatica pela enzima quitina-
desacetilase produzida por alguns fungos, como aqueles pertencentes a classe Zygomycetes
(KAFETZOULOS et al., 1993; KUBOTA et al., 2000).

Descrita pela primeira vez por Rouget em 1859, apds tratamento da quitina com KOH
concentrado e altas temperaturas, a quitosana atualmente possui aplicacdes nas mais diversas
areas como na agricultura (mecanismos defensivos e adubo para plantas), na industria de
alimentos (fibras dietéticas, conservante para molhos, fungicida e bactericida, recobrimento de
frutas), na industria farmacéutica (imunoldgico, antitumoral, hemostéatico), no desenvolvimento
de cosméticos (esfoliante para a pele, tratamento de acne, hidratante capilar, creme dental) e
biomateriais (suturas cirurgicas, implantes dentarios, reconstituicdo éssea, lentes de contato,
encapsulamento de materiais), no tratamento de agua (floculante para clarificacdo, remocao de
ions metalicos, polimero ecoldgico e reducdo de odores), entre outros (ROBERTS, 1992;
AZEVEDO et al., 2007).

Sua potente atividade antimicrobiana, seu efeito anticoagulante, analgésico,
cicatrizante, hipocolesterolémico, hipolipidémico, redutor de peso e anti-inflamatério faz da
quitosana uma excelente aliada a satde (SILVA et al., 2006).

Poliglusam, quitina desacetilada e poli-d-glucosamina sdo outras denominacfes da
quitosana baseadas na sua caracteristica quimica polimérica, sendo um polissacarideo amino
catiénico composto por ligagdes glicosidicas $-1,4 D-glucosamina unido a residuos de N-acetil-
D-glucosamina (ANDRADE et al., 2000; CAMPOS-TAKAKI, 2005). Quando o grau de
desacetilagdo da quitina atinge cerca de 50%, torna-se soltvel em meio acido aquoso e passa a
ser chamada de quitosana (RINAUDO, 2006).

CH,OH NHCGFH;
0 HO-—7
-8 HO-- —— O '--_ /.
NHCOCH; C]I GEI

QUITINA QUITOSANA
Figura 4.1. Diferenciagdo estrutural da quitina e quitosana, observar o grupo aminico livre da quitosana
(Fonte: Battisti & Campana-Filho, 2008).
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O grau médio de acetilacdo, é o pardmetro empregado para caracterizar o contetdo
médio de unidades N-acetil-D-glicosamina da quitosana, que ira diferenciar os polimeros de
quitosana em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e
viscosidade (SINGLA & CHAWLA, 2001).

Em valores, as propriedades fisico-quimicas da quitosana como grau de N-
desacetilacdo, estdo em torno de 40 a 98%, a massa molecular, de 50 a 2000 kDa, e a
viscosidade da solucao de quitosana 1% dissolvida em &cido acético 1%, menor que 2000 mPa.s
(ILIUM, 1998). Em literatura mais atual esses valores divergem, sendo o grau de N-
desacetilacdo da quitosana comercial de 60 a 100% e a massa molar em torno de 3,8 a 20 kDa
(GAVHANE et al., 2013).

Le Dung et al. (1994) ressaltam a dificuldade em se obter quitosana com elevado grau
de desacetilacdo, pois, a medida que este grau aumenta, aumenta também a possibilidade de
degradacéo do polimero.

Para Khor (2002), é importante considerar que a producdo da quitosana a partir da
quitina deve ser realizada de forma adequada, de maneira que garanta, ao final do processo,
quitosana de alta pureza, isenta de contaminantes, como proteinas, endotoxinas e metais
toxicos. Assim como, 0 polimero obtido deve ser caracterizado quanto a massa molar, grau de
acetilacdo e distribuicdo dos grupos funcionais ao longo da cadeia polimérica. Estas
caracteristicas podem influenciar na biodegradabilidade do mesmo, principalmente na
acessibilidade enzimatica, influenciando a hidrolise do polissacarideo.

A utilizacdo de fungos para obtencéo da quitosana apresenta vantagens como, facilidade
de manuseio, extracédo e controle da producdo, podendo obter quitosana de alta qualidade, de
menor massa molecular e, consequentemente, de maior solubilidade (NIEDERHOFER &
MULLER, 2004).

Atualmente, as quitosanas comerciais (Fluka®, Aldrich® e Polymar/Br), utilizadas para
diversos fins, sdo obtidas a partir de fontes tradicionais, basicamente, exoesqueletos de
caranguejos (SANTOS et al., 2003). Avaliar a qualidade da quitosana extraida da parede celular
fangica viabiliza a possibilidade de comercializar este polimero extraido através de fontes

alternativas.



93

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo Geral

Caracterizar fisico-quimicamente amostras de quitosana extraida da parece celular do
isolado UFT Ce09 de Cunninghamella sp. e da cepa referéncia de Cunninghamella elegans
(CBMAI 0843).

4.2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar fisicamente, evidenciando cor e aspecto, as amostras de quitosana seca e
em solucdo a 1% dissolvida em &cido acético 1%;

Determinar o grau médio de desacetilacdo das amostras de quitosana através da titulacéo
potenciomeétrica;

Determinar a massa molar das amostras de quitosana através da viscosimetria;

Determinar a distribui¢do dos grupos funcionais ao longo da cadeia polimérica através
da espectrometria de infravermelho.

Comparar os resultados obtidos com outros estudos acerca do tema;

Corroborar ou contestar a qualidade da quitosana obtida a partir do fungo
Cunninghamella sp. com as especificagdes presentes na literatura.
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4.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia da Incubadora de
Empresas da Universidade Federal do Tocantins, Campus Universitario de Gurupi-TO e a
analise espectrofotométrica de infravermelho foi conduzida no laboratorio Ephar Instituto

Analitico localizado em Goiania-GO.

4.3.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de quitosana extraida da parece celular do isolado UFT Ce09
de Cunninghamella sp., que apresentou maior rendimento de quitosana (Capitulo 3), e da cepa

referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843).

4.3.2 Descricdao fisica

Evidenciou-se caracteristicas como aspecto, textura e cor das amostras de quitosana

dessecada e em solucdo a 1% dissolvida em acido acético 1%.

4.3.3 Determinacdo do Grau Médio de Desacetilacéo

O grau médio de desacetilacdo, definido como o nimero de grupos amino em relagao
aos grupos amida da cadeia polimérica (SANTOS et al., 2003), foi determinado através da
titulagdo potenciométrica das solugcbes aquosas de quitosana. Assim, foram tomados 50 mg de
amostra dissolvidos em 50 mL de agua destilada. O pH da solucéo foi ajustado para pH < 2
com adicdo de HCI concentrado. A solugdo apos agitacdo por 20 horas foi titulada com uma
solugdo aquosa de NaOH 0,1 mol.L%, previamente padronizada (ABREU & CAMPANA-
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FILHO, 2005; CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012). Os valores de pH foram registrados
utilizando um pHmetro digital. A solubilizacdo e a titulagdo foram realizadas em banho
termostatizado a 25,0 £ 0,1 °C.

O grau de desacetilacdo (GD) foram calculados a partir do volume de NaOH utilizado,

de acordo com a equagéo:

M2 -V1)x161
x100

% GD = W

Onde:

GD é o grau médio de desacetilacéo;

V1 € o volume de base usado na neutralizacdo de HCI em excesso, expresso em mL;

V2 é o volume de NaOH correspondente a neutralizacdo dos grupos amino presentes no
polimero, expresso em mL;

M é a concentracdo da solucdo de NaOH;

W é a massa da quitosana em mg.

O valor 161 corresponde a massa equivalente a um monémero do polimero.

4.3.4 Determinacgdo da Massa Molar Viscosimétrica Média

A viscosidade € a resisténcia ao escoamento das moléculas em fun¢édo do atrito interno
causado tanto pelo tamanho quanto pelo enovelamento das cadeias. Para solu¢des poliméricas
a viscosidade aumenta consideravelmente em relacdo ao solvente puro. Isso ocorre devido a
grande diferenca de tamanho das moléculas do polimero em relagéo as do solvente. Informacdes
como massa molar, dimensGes da cadeia polimérica em solucdo e, consequentemente,
qualidade do solvente para o polimero estudado séo obtidas através da viscosidade (LUCAS et
al., 2001; TERAOKA, 2002).

Para determinagdo de viscosidade, utilizou-se um viscosimetro de tubo em U, de vidro
transparente, de 10 mL da marca Vidrolabor® e banho termostatizado em 25,0 = 0,1 °C.
Dissolveu-se inicialmente 50 mg de quitosana em 25 mL de uma solugdo tampéo (acido acetico
0,3 mol.L? / acetato de sodio 0,2 mol.L %, pH = 4,5) sob agitacio constante por 24 horas. A
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solucdo foi entdo aquecida em banho-maria a 80 °C durante dois minutos e apds atingir a
temperatura ambiente, acrescentou-se 25 mL de solugdo tampdo e aqueceu-se novamente a 80
°C por mais dois minutos. Atingida novamente a temperatura ambiente, a solucdo foi filtrada
em membrana de porosidade 0,45 pm. Foram preparadas cinco diferentes solugoes,
compreendendo concentragdes na faixa entre 0,2 - 1,0 mg.mL* utilizando 10 mL de cada
solugéo, que ficavam imersas no banho termostatizado a 25,0 £ 0,1 °C durante cinco minutos
antes da realizacdo das medidas (SANTOS et al., 2003).

Para determinacdo da massa molar viscosimétrica, mediu-se em triplicata o tempo de
escoamento da solucdo tampéo (to) e o tempo de escoamento da quitosana em solucdo em cada
uma das concentragdes (t) calculou-se a viscosidade relativa, especifica, reduzida e intrinseca,

conforme mostra a tabela 4.1:

Tabela 4.1. Tipos de viscosidade e suas respectivas relacdes

Nome Equacéo que define Unidade
Viscosidade Relativa n t Adimensional
Nret = — =— (1)
no to
Viscosidade Especifica (t —to) Adimensional
Nesp = MNret — 1= t 2)
0

Vi idade Reduzid Ui mL.g*?

iscosidade Reduzida Nreq = esp 3) g

i i i . Ui gt
Viscosidade Intriseca [n] = leﬁo( eCsp) 4) mL.g

(Adaptado de Lucas et al., 2001)

A viscosidade das solucbes poliméricas diluidas diminui com a diminuicdo da
concentracdo e das dimensdes da cadeia polimérica. O limite da viscosidade reduzida (nred) para
soluc@es infinitamente diluidas, concentracdo proxima de zero, é a viscosidade intrinseca [n].
A viscosidade intrinseca é obtida pela extrapolagéo grafica da relacdo de viscosidade reduzida
versus concentracdo. Esta relacdo pode ser utilizada para determinar a massa molar

viscosimétrica média (Mv) a partir da equagdo de Mark-Houwink-Sakurada (KASAAI, 2007):

[n] = KMy

Em que:

[n]= viscosidade intrinseca;
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K e o = constantes para um determinado sistema de polimero/solvente/temperatura,
neste caso K =0,075 e a = 0,76;

My =Massa molar viscosimétrica média.

4.3.5 Analise por Espectrometria de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho possibilita identificar grupos funcionais presentes na
estrutura quimica de um composto através das transi¢oes vibracionais moleculares situadas na
regido do infravermelho através da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria
(SILVERSTEIN et al., 2005).

Silverstein et al. (2005) ainda afirma que o movimento vibracional ou rotacional da
molécula possibilita a absorcdo da radiacdo infravermelha formando espectros. A vibragdo dos
atomos no interior de uma molécula apresenta energia coerente com a regido do espectro
eletromagnético correspondente ao infravermelho (100 cm™ a 10.000 cmt). Porém, a regiéo
mais utilizada vai de 500 cm™ a 4.000 cm™.

O espectro infravermelho de um composto quimico é considerado uma de suas
propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas, apresentando extensa aplicacdo na
identificacdo de varios compostos (RINAUDO, 2006).

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados em um espectrofotdometro
infravermelho com transformada de Fourier Agilent Cary 360, na regido de 400 a 4000 cm™,
utilizando amostras de quitosana previamente secas em estufas a temperatura de 40°C. A
amostra foi prensada em prensa hidraulica para formar uma pastilha de aproximadamente 0,20
mm de espessura, em seguida foi analisada.

As analises de infravermelho foram realizadas no laboratorio Ephar instituto analitico
localizado em Goiania. O espectro de infravermelho pode confirmar a ocorréncia de uma
reacdo, através do surgimento das bandas correspondentes aos grupos funcionais da estrutura

guimica do composto.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a caracterizacdo das amostras de quitosana oriundas da biomassa de
Cunninghamella, o aspecto seco € granular com particulas de formato irregular e coloracéo
amarelada a amarronzada. Em solugdo a 1% dissolvida em &cido acético 1% a mesma se

apresenta com textura gelatinosa levemente amarelada (Figura 4.2).

Figura 4.2. Aspecto fisico da quitosana dessecada (A) e em solugéo (B)

A técnica de potenciometria é frequentemente utilizada para determinar o grau de
desacetilagdo da quitosana, sendo uma 6tima técnica para avaliar o comportamento em solucées
aquosas em funcdo do pH do meio. A mesma se caracteriza como um polieletrélito catidnico
fraco, ou seja, sua densidade de carga depende do pH do meio, apresentando grupos hidroxilas
e grupos aminas livres distribuidos ao longo da cadeia polimérica (SIGNINI & CAMPANA-
FILHO, 2001; ABREU & CAMPANA-FILHO, 2005).

De acordo com Czechowska-Biskup et al. (2012), a determinacdo do grau de
desacetilagdo por titulacdo € de baixo custo, por utilizar aparatos e reagentes acessiveis, porém,
o0 tempo de preparo da amostra e gasto na titulacdo é uma desvantagem do método.

Para 50 mg de quitosana extraida do isolado UFT Ce09 a titulacdo potenciométrica
apresenta duas etapas de dissociacdo (pontos de inflex&o no grafico), sendo a primeira etapa de
neutralizacdo do &cido presente, e a segunda etapa de neutralizagdo de protons dos grupos

amino da quitosana (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Titulacdo potenciométrica da quitosana extraida do isolado UFT Ce09 de Cunninghamella

sp. e aplicagdo da segunda derivada demonstrando os pontos de inflex&o.

Aplicando- se o célculo da segunda derivada nos valores de pH, verifica-se claramente
0s dois pontos de inflexdo (V1=4,6 mL e V2=7,2 mL) da titulagdo (Figura 4.3), assim, o grau
de desacetilacdo da quitosana extraida do isolado UFT Ce09 ¢ de 83,7%.

A Figura 4.4 representa o resultado da titulacdo potenciométrica para 50 mg de

quitosana extraida da cepa referéncia.

pH
pH (22 d a)

Volume de NaOH (mL) N Volume de NaOH {mL)

Figura 4.4. Titulagcdo potenciométrica da quitosana extraida da cepa referéncia C. elegans (CBMAI

0843) e aplicagéo da segunda derivada demonstrando os pontos de inflex&o

Apos o célculo da segunda derivada verifica-se que o volume de NaOH gasto na
neutralizacdo (V1= 4,4 mL e V2= 6,9 mL) da quitosana (Figura 4.4), representa um grau de
desacetilacdo de 80,5%.

A quitosana obtida a partir de fungos da ordem Mucorales possuem grau de
desacetilacdo variando entre 80 e 90% (POCHANAVANICH & SUNTORNSUK, 2002;
CHATTERJEE, 2005; FRANCO et al., 2005; AMORIM et al., 2006; STAMFORD et al., 2007;
BERGER et al., 2014).
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O grau de desacetilagdo fornece um importante pardmetro relacionado a varias
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas incluindo, solubilidade, viscosidade, habilidade de
formar filmes, quelar metais, caracteristicas estruturais e opticas, assim como cristalinidade e
hidrofilicidade (GAVHANE et al., 2013).

A quitosana com alto grau de desacetilacdo possui maior presenca de grupos aminicos
livres em sua estrutura, estes grupos conferem solubilidade em uma faixa especifica de pH, em
solventes como acidos organicos diluidos (acético e formico) e acidos inorganicos, originando
solucdes viscosas (DAMIAN et al., 2005).

Em relacdo a massa molar da quitosana, a mesma foi determinada pelo parametro
viscosidade atraves do tempo médio de escoamento das solucBes de quitosana, conforme mostra
a Tabela 4.2. A viscosimetria, embora seja um método nao absoluto, € um dos processos mais

utilizados para a determinacéo da massa molar de polimeros (SANTOS et al., 2003).

Tabela 4.2. ConcentracGes das solugdes de quitosana extraida do isolado UFT Ce09 de Cunninghamella
sp. e da cepa referéncia C. elegans (CBMAI 0843) com os respectivos tempos médios de escoamento e
0s desvios padrao.

Concentrago Quitosana do Isolado UFT Ce09 Quitosana da cepa referéncia
(mamLY) Tempo médio Desvio padrao Tempo médio Desvio padrao
(s) (s) (s) (s)
0,0 59,69 0,54 59,69 0,54
0,2 63,26 0,33 61,45 0,34
0,4 68,03 1,80 63,43 0,30
0,6 73,56 0,44 65,64 0,16
0,8 80,60 1,34 68,11 0,07
1,0 89,25 0,61 71,10 0,08

Através da determinacdo do tempo de escoamento, foi possivel calcular a viscosidade
relativa, especifica, reduzida e intrinseca, para cada uma das concentracdes de quitosana. A
viscosidade intrinseca, [n], foi determinada pela extrapolacdo dos dados de viscosidade a
diluicdo infinita, como mostram as Figuras 4.5 e 4.6. As retas obtidas apresentaram excelentes

coeficientes de correlacdo entre os pontos experimentais (r > 0,9).
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Figura 4.5. Curvas de viscosidade reduzida versus concentracdo da quitosana do isolado UFT CeQ9 de
Cunninghamella sp. solubilizado em tamp&o NaAc/HAc pH = 4,5.

A equacao da reta obtida mostra que na concentracdo infinita a viscosidade intriseca é
de 249,31 mL.g* (Figura 4.5), utilizando equagdo de Mark-Houwink-Sakurada obteve-se a

massa molar da quitosana extraida do isolado UFT Ce09 de 43.031 g.mol™.
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Figura 4.6. Curvas de viscosidade reduzida versus concentragdo da quitosana da cepa referéncia C.
elegans (CBMAI 0843) solubilizada em tamp&o NaAc/HAc pH = 4,5.

Para a quitosana extraida da cepa referéncia, a equacdo da reta obtida mostra que na

concentracéo infinita a viscosidade intriseca é de 135,09 mL.g™* (Figura 4.6), utilizando equacéo
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de Mark-Houwink-Sakurada obteve-se a massa molar de 19.215 g.mol, menor massa molar
que a quitosana obtida do isolado UFT Ce09

Segundo Roberts (1992), condi¢cbes muito severas de reacdo, empregadas na
desacetilacdo da quitina por fusdo alcalina, e 0 emprego de solucGes alcalinas concentradas, por
tempos prolongados e a temperaturas elevadas, aumentam a possibilidade de obter quitosana
de massa molar baixa.

Baumann & Faust (2001), observaram em seus estudos que a quitosana de baixa massa
molar possui melhor solubilidade em agua, conferindo carater homogéneo e menor viscosidade
ao sistema, auxiliando producdo de derivados de forma mais seletiva. Os mesmos, apds
hidrolisar a quitosana com anidrido acético obtiveram massa molar de 29.000 g.mol™.

Ao determinar a massa molar viscosimétrica média da quitosana comercial das marcas
Aldrich® e Fluka®, Santos et al. (2003) verificaram massa molar de 69.000 g.mol* e 252.000
g.mol, respectivamente, valores acima do encontrado no presente estudo.

Quitosana com massa molar de 27.200 g.mol™ extraida de C. elegans (UCP 542) foi
relatado por Stamford et al. (2007), resultado proximo ao do presente estudo. J& a quitosana
extraida também de C. elegans (UCP/WFCC 0542) por Berger et al. (2014) apresentou uma
baixa massa molar 5.080 g.mol™.

A andlise final por espectrometria de infravermelho se apresenta como uma técnica
imprescindivel na caracterizacao de polissacarideos como a quitosana, possibilitando classificar
as principais bandas referentes aos grupos funcionais de sua estrutura. A Figura 4.7 apresenta

0s espectros obtidos a partir da quitosana extraida das cepas de Cunninghamella.
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Figura 4.7. Espectro de absorc¢do infravermelho da quitosana obtida do isolado UFT Ce09 de

Cunninghamella. sp. (A) e obtida da cepa referéncia C. elegans (CBMAI 0843) (B)

Os espectros de absorcdo infravermelho apresentaram inicialmente uma banda intensa

entre 3300 a 3430 cm™ referente ao estiramento axial da ligagdo O-H, um estiramento
assimétrico, observado no espectro (B) da Figura 4.7, referente a C-H em 2900 cm, uma banda

de estiramento axial C=0 em aproximadamente 1650 cm™ referente ao grupo acetila, uma

deformacéo angular da amina N-H préximo a 1590 cm™, um estiramento axial do grupamento

amida C-N em 1420 cm™*, melhor observado no espectro (A), um estiramento angular simétrico

de C-H em 1380 cm™ e um estiramento axial dos grupos amina C-N entre 1100-1250 cm™.

As mesmas caracteristicas espectrais da quitosana fangica podem ser observadas no

espectro da quitosana comercial demonstrado por Dos Santos et al. (2013) na Figura 4.8.

Figura4.8.
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Espectro de absorcéo infravermelho da quitosana comercial (Fonte: Dos Santos et al., 2013)
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As deformacgdes angulares da quitosana nos respectivos comprimentos de onda
observados no presente estudo, também foram relatados por diversos autores (ANDRADE et
al., 2000; AMORIM et al., 2001; FRANCO et al., 2005; STAMFORD et al., 2007; BERGER
etal., 2014).
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4.5 CONCLUSAO

A quitosana extraida da parede celular da cepa referéncia de Cunninghamella elegans e
do isolado UFT Ce09 de Cunninghamella sp. p6de ser caracterizada quanto ao aspecto fisico,
0 grau de desacetilacdo, a massa molar viscosimétrica média e a espectrometria de
infravermelho.

A quitosana dessecada se apresentou granular com particulas de formato irregular e
coloracdo amarelada a amarronzada, e com textura gelatinosa levemente amarelada em solucéo.
O grau de desacetilacdo apresentou-se dentro dos limites especificados na literatura, sendo
83,7% para quitosana obtida do isolado UFT Ce09 e 80,5% para quitosana obtida da cepa
referéncia. Quitosana com alta desacetilacdo forma solucgdes viscosas com maior capacidade de
formar filmes e membranas devido a maior solubilidade em acidos.

As massas molares determinadas através da viscosidade para a quitosana do isolado
UFT Ce09 e da cepa referéncia foram de 43.031 g.mol™ e de 19.215 g.mol™, respectivamente.
Esses valores caracterizam a quitosana de presente estudo com massa molar baixa, propriedade
que também melhora a solubilidade e facilita a producdo de derivados deste polimero. Na
literatura, os valores de massa molar sdo amplos ja que a extracdo por meio da desacetilacdo
alcalina pode provocar despolimerizagdo da quitosana.

A espectrometria de infravermelho apresentou bandas com comprimentos de onda e
grupos funcionais coincidentes com a literatura € com a quitosana comercial. Portanto, a
quitosana fungica deste estudo apresentou propriedades que atestam sua qualidade e de grande
interesse biotecnoldgico e comercial, podendo ser utilizada para diversos fins. A mesma torna-
se uma alternativa para comercializagdo por meio de fontes ndo tradicionais, devido as

vantagens ja mencionadas que estas fontes apresentam.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste estudo permitiram concluir que é comum a ocorréncia
do fungo Cunninghamella sp. em solos de areas de cultivo do sul do Tocantins ao ser isolados
20 cepas sugestivas deste género. A caracterizacdo macroscopica e microscéopica das cepas
isoladas e a comparacdo com a cepa referéncia Cunninghamella elegans (CBMAI 0843)
possibilitou a confirmacdo do género Cunninghamella para todos os isolados.

O estudo buscou verificar se os isolados possuiam caracteristicas superiores a cepa
referéncia, o que pode ser inicialmente confirmado pelo indice de crescimento micelial em que
dezessete isolados apresentaram maior velocidade de crescimento que a cepa referéncia. Dentre
estes isolados, as cepas UFT Ce09 e UFT Ce08 apresentaram maior velocidade de crescimento
micelial.

A avaliacdo da esporulacdo demonstrou que todos os isolados alcancaram a
concentracdo de esporos necessaria para o cultivo submerso em 96 horas de incubagdo. E 0s
isolados que mais esporularam foram o UFT Ce09, UFT Cel4 e UFT Ce07

A eficiéncia do cultivo submerso foi avaliada através da caracterizacdo do perfil
metabolico-bioquimico, no qual o meio liquido YPD se mostrou ideal por promover um
eficiente consumo e sintese de compostos orgénicos pelos microrganismos e por apresentar
concentrag¢fes minimas residuais de glicose e nitrogénio ao final do cultivo. Além disso, o perfil
metabolico de crescimento apresentou similaridades das cepas isoladas com a cepa referéncia.

Na avaliacdo da massa micelial seca, o isolado UFT Ce08 apresentou o maior
quantitativo de biomassa e, ap6s a extracdo de quitina e quitosana a partir da biomassa de nove
isolados, a cepa UFT Cell apresentou o maior rendimento de quitina e a cepa UFT CeQ9,
mesmo apresentando a segunda menor producdo de biomassa, teve o maior rendimento de
quitosana. Observou-se ao final que sete cepas isoladas apresentaram maior rendimento de
quitosana comparada a cepa referéncia.

O estudo ainda avaliou a qualidade da quitosana extraida do isolado UFT CeQ9, por ter
apresentado o maior rendimento de quitosana, e da cepa referéncia. Os polimeros apresentaram
alto grau de desacetilagcdo, consequentemente maior solubilidade, massa molar baixa e
espectros de infravermelho similares a quitosana comercial, parametros que tornam a quitosana

de interesse para diversas aplicagoes.
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Os resultados apresentados confirmam a alta viabilidade das cepas de Cunninghamella
isoladas em solo do sul do Tocantins na producdo de quitosana de alta qualidade e de grande
interesse biotecnoldgico, possibilitando ainda a extracdo em larga escala e a comercializacao
deste polimero por meio de fontes alternativas.

Para isso sdo propostos novos passos como a identificagdo molecular dos isolados de
Cunninghamella sp. a fim de formar um banco de culturas, assegurando e publicando a
existéncia das mesmas. Assim como, avaliar o crescimento e o perfil metabdlico das cepas
isoladas em outros meios de cultura, visando obter meios de cultivo de menor valor agregado e
incrementar a producgéo de biomassa e de quitosana.

Realizar uma caracterizacdo mais completa da quitosana extraida das cepas isoladas,
incluindo métodos como a ressonancia magnética nuclear, para caracterizacdo estrutural; a
analise elementar, para determinacdo dos teores de carbono, nitrogénio e oxigénio; a
microscopia eletronica de varredura; a analise termogravimétrica, verificando a estabilidade
térmica da quitosana; dentre outros.

E, por fim, desenvolver um biorreator especifico para cultivo em batelada de cepas de
Cunnhinghamella, de forma a otimizar o processo fermentativo, a producdo de biomassa e 0

rendimento de quitosana.
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