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PRODUCAO E CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA DA QUITOSANA FUNGICA

RESUMO:

A quitina € um amino polissacarideo que apresenta um copolimero derivado da sua
desacetilagéo parcial: a quitosana que, por conter, predominantemente, unidades D-
glicosamina, é um derivado solivel em solucdes acidas. O interesse nos polimeros
de quitosana aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas, é um produto
natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de grande importancia
econdmica e ambiental. A producdo € praticamente restrita a areas litordneas e o
custo é alto. Uma alternativa interessante apresentada é a utilizacdo de fungos
filamentosos, principalmente da classe dos Zigomicetos, em especial a espécie
Cunninghamella sp, os quais possuem quantidades significativas de quitosana em
sua parede celular. Neste intuito, o presente estudo utilizou cepas isoladas de
Cunninghamella sp. extraidas do solo de é&reas de cultivo agricola no sul do
Tocantins; avaliou a producdo de biomassa e estabeleceu a capacidade de
producdo de Quitosana por estas cepas e a qualidade da Quitosana produzida,
testou a adicdo de novos compostos aos meios alternativos de cultivo do fungo,
onde o subproduto do etanol; o Glicerol demonstrou contribuir no aumento do
rendimento da biomassa e a Milhocina que é um subproduto do milho revelou —se
mais eficiente nos testes inibitorios que os demais meios. Para considerar a
atividade antibacteriana da quitosana produzida testes de inibicdo foram instituidos,
envolvendo diversas proporcdes e variacfes da quitosana sintetizada, e observou-se
que, houve sensibilidade frente as bactérias gram - positivas e gram — negativas em
todos os tratamentos empregados , e em confronto com Quitosana comercializada
oriunda do camardo a quitosana extraida do fungo tocantinense se sobressaiu e
alcancou maiores diametros de sensibilidade. Assim esse trabalho consistiu-se em
viabilizar uma nova forma de obtencéo terapéutica de antibacterianos por meio da
extracdo de quitosana fungica;

Palavras Chave: Quitosana; Cunninghamella sp; Quitina; Antimicrobiana;



PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY
OF FUNGAL QUITOSANA

ABSTRACT:

Chitin is an amino polysaccharide which exhibits a copolymer derived from its partial
deacetylation: chitosan which, because it contains predominantly D-glucosamine
units, is a soluble derivative in acidic solutions. The interest in chitosan polymers has
increased considerably in the last decades, is a natural product, low cost, renewable
and biodegradable, of great economic and environmental importance. Production is
practically restricted to coastal areas and the cost is high. An interesting alternative
presented is the use of filamentous fungi, mainly of the class of Zygomycetes,
especially the species Cunninghamella sp, which have significant amounts of
chitosan in its cell wall. In this sense, the present study used strains isolated from
Cunninghamella sp. extracted from the soil of agricultural areas in the south of
Tocantins; evaluated the production of Chitosan by these strains and the quality of
Chitosan produced, tested the addition of new compounds to the alternative means
of cultivation of the fungus, where the ethanol byproduct; Glycerol has been shown to
contribute to the increase of biomass yield and Milhocina, which is a by-product of
maize, has been shown to be more efficient in the inhibitory tests than other media.
In order to consider the antibacterial activity of chitosan produced inhibition tests
were instituted, involving several proportions and variations of the synthesized
chitosan, and it was observed that there was sensitivity against gram-positive and
gram-negative bacteria in all treatments employed, and in comparison with
commercialized chitosan originated from the shrimp, the chitosan extracted from the
Tocantins' fungus stood out and reached greater sensibility diameters. Thus, this
work consisted of making possible a new way of obtaining therapeutic antibacterial
by means of the extraction of fungal chitosan;

Keywords: Chitosan; Cunninghamella sp; Chitin; Antimicrobial,
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1 INTRODUGAO

Por ser um biopolimero versatil, o potencial de aplicacdo da quitosana €
diversificado. Algumas das principais areas de emprego sao: na agricultura (como
mecanismo defensivo e adubo para plantas) (BERGER et al., 2009), no tratamento de
agua (como floculante para clarificacdo, remocdo de ions metéalicos e reducdo de
odores) (SPINELLI, 2001), na industria de cosméticos (como esfoliante para a pele,
tratamento de acne, hidratante capilar e creme dental) e na biofarmacéutica e
biomédica (como imunoldgico, antitumoral, hemostatico e anticoagulante) (KOIDE,
1998) e em suturas cirdrgicas, implantes dentéarios, reconstituicdo 0ssea, liberacao
controlada de drogas e encapsulamento de materiais, e na inddstria alimenticia (como
fibras dietéticas, redutor de colesterol, conservante para molhos, fungicida e
bactericida (RINAUDO, 2006).

A gquitosana é um polissacarideo amino, derivado do processo de desacetilacdo
da quitina. Constitui a maior parte dos exoesqueletos dos insetos, crustaceos e
parede celular de fungos. Depois da celulose, é o composto organico mais importante
da natureza. E um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de
grande importancia econémica e ambiental. Por se tratar de um polimero natural
biodegradavel extremamente abundante e atoxico, a quitosana tem sido proposta
como um material potencialmente atraente para uso industrial (SILVA et al., 2006;
FRAGUAS et al., 2015).

Caracteriza - se por possuir grupos aminicos livres, pela solubilidade em soluctes
acidas, insolubilidade em pH superior a 6,5, insolubilidade em acido sulftrico, baixa
solubilidade em &cido fosférico, insolubilidade em solventes organicos, capacidade de
formar solugbes viscosas com formacgdo de geleificacdo com polidnions e de se
solubilizar em misturas de agua e alcool (OLIVEIRA, 1991).

O processo de desacetilacdo da quitina, envolve altas temperaturas e solucdes
alcalinas concentradas, além de gerar grandes quantidades de residuos. A producao
€ praticamente restrita a areas litoraneas e o0 custo € alto. Uma alternativa
interessante seria a utilizacdo de fungos filamentosos, principalmente da classe dos
Zigomicetos, em especial a espécie Cunninghamella, os quais possuem quantidades
significativas de quitosana em sua parede celular, para a producdo deste polimero

amplamente funcional e aplica-lo na area biotecnoldgica. (FREITAS et al., 2007).
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A utilizacdo de fungos para obtencdo da quitosana apresenta vantagens como,
facilidade de manuseio, extragcédo 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 € um parametro imprescindivel para viabilizar
sua comercializagdo. 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).

Neste intuito, o estudo busca isolar cepas de Cunninghamella sp. extraidas do
solo de areas de cultivo no sul do Tocantins, avaliar a esporulacéo de cepas isoladas
que ja possuem referéncia, quantificar a producdo de biomassa e estabelecer a
capacidade de producdo de quitosana por estas cepas e a qualidade da quitosana
produzida.

Dada a sintetizacdo do polimero e obtencdo de caracteristicas compativeis com
as da Quitosana comercializada tradicionalmente, testes serdo instituidos a fim de
avaliar a capacidade inibitéria frente a bactérias gram negativas e gram positivas.
Com a finalidade de viabilizar novas formas de obtencdo terapéuticas de

antibacterianos.



16

2 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Sintetizar quitosana fungica a partir de cepas do fungo Cunninghamella sp
extraidas do solo de areas de cultivo no sul do Tocantins e verificar a eficacia

de suas aplicacdes antibacterianas.

Objetivos Especificos:

1. Selecionar cepas fangicas obtidas de alguns pontos de solos de &rea de
cultivo situados no sul do Tocantins;

2. Caracterizar e isolar as cepas através dos aspectos macroscopicos,
morfologicos e microscopicos;

3. Executar experimento de extracao detalhado com finalidade de producéo de
quitosana fungica;

4. Testar a insercdo de novos compostos ao meio a fim de avaliar se a adicédo
dos mesmos agregam valor ao rendimento e eficacia da quitosana produzida

5. Verificar se ha inibicdo do crescimento de cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus em contato com Quitosana fungica sintetizada e fazer
um comparativo utilizando a quitosana comercial tradicional;

6. Elaborar um bioproduto/biofarmaco como uma possivel alternativa aos

antibacterianos convencionais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O impacto ambiental é o dogma central dos avanc¢os biotecnologicos e uma
das grandes preocupac¢fes da sociedade contemporanea € preservacdo do meio
ambiente objetivando principalmente a manutencao da qualidade e da quantidade dos
recursos naturais para futuras geracdes. Tradicionalmente a quitosana é um derivado
da quitina de crustdceos oriundos da induUstria pesqueira, observa-se que o
fornecimento de matéria prima € afetado por instabilidades climéaticas comprometendo
a padronizacdo da matéria — prima , além disso 0s processos sao demorados e com
consideravel degradacdo ambiental devido a utilizacdo de compostos quimicos
durante a sintese para sua extracdo, além do consideravel consumo de agua e
imensa geracao de residuos poluentes (ARANAZ et al., 2009)

A quitosana trata-se de um polimero obtido pela desacetilacdo quimica da
quitina, um biopolimero bastante abundante na natureza cuja principal fonte de
obtencdo € em carapacas de crustaceos, tais como caranguejo, camardo e lagosta,
sendo também encontrada em insetos, moluscos e na parede celular de fungos
(SINGLA, 2001).

O marco que indica o histérico de descobrimento da quitosana se da por
Rouget em 1859 quando surgiu o primeiro relato de sua forma desacetilada, o que
despertou interesse em pesquisas e cresceu fortemente quando houve a 12
Conferéncia Internacional de Quitina e Quitosana em Boston. O que resultou na sua
industrializacdo que ocorreu pela primeira vez no Japdo em 1971 e onze anos mais
tarde, esse pais ja possuia um total de quinze industrias com a finalidade de produzir
quitina e quitosana em escala comercial (HIRANO, 1989).

Rouget observou que a quitina apos fervida numa solu¢gdo muito concentrada
de hidroxido de potassio, solubilizava-se em solugfes diluidas de iodo e de &cido, a
quitina ficava com manchas marrons e ndo se dissolvia nessas solu¢cdes. Em meados
de 1878 Ledderhouse mostrou claramente que a quitina € composta de glicosamina e
acido acético, e escreveu a equacao de hidrélise da quitina. Em 1884 Gilson Roberts
pode confirmar a presenga de glicosamina na quitina, o que motivou Hoppe — Seyler a
abranger seus estudos e a denominou de quitosana pelo fato de que a quitosana

possui a mesma quantidade de nitrogénio da quitina (VELASQUEZ, 2003).
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3.1 Quitina e Quitosana

A quitina é descrita como um polimero de origem natural, insoltvel, linear,
abundante e largamente distribuido na natureza. Sua estrutura quimica € similar a
celulose exceto pelo fato de que o grupo hidroxila do carbono é substituido pelo grupo
acetamida. Tal similaridade reflete em suas aplicacbes na natureza, estes dois
polimeros atuam como material estrutural e protetor. Tem uma estrutura cristalina
constituida de uma rede de fibras organizadas, tal formato implica rigidez e resisténcia
aos organismos gue a contém (SIGNINI, 2002 ).

A desacetilacdo alcalina mostrada na figura 01, consiste em um processo que
envolve as ligacdes N- acetil da quitina nos quais sao rompidos formando uma D —
glicosamina com um grupo amino livre, resultando em quitosana, um copolimero
cationico formado por beta glicosamina e N- acetil — d — glicosamina. A quitina por
conter acima de 40% de N-acetil-D-glicosamina € insoluvel em solu¢cdo aquosa de
acido acético 1%, e a quitosana, composta, predominantemente, por unidades D -
glicosamina, € um derivado soltvel (FRAGUAS et al., 2015).

Figura 1. Diferenciacdo estrutural da quitina e quitosana, observar o grupo aminico
livre da quitosana.

OH OH
NH,
0 O | [+HO Od---
m
NH ! NH "
5 0 .: OH
Quitina Quitosana

Fonte: Battisti; Campana-Filho, 2008.

Quimicamente a quitina € um poli- N- acetilglicosamina, o que determina a
diferenca entre quitina e a quitosana é o grau de desacetilagdo no qual na quitina &
menor enquanto que na quitosana ocorre em maior extensdo (MUZZARELLI, 1998).

As propriedades fisicas, quimicas e bioldégicas sdo substanciais para a
caracterizagdo da quitosana, sendo que as propriedades fisicas sdo: densidade,

solubilidade, viscosidade e tamanho de particulas, dentre as propriedades quimicas
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estdo: o grau de desacetilagdo, pH, massa molar e valor de retencdo da agua, ja as
propriedades biolégicas incluem: apirogenicidade, citotoxidade e biocompatibilidade
(RIANDE, 2000).

Atualmente no Brasil residuos de caranguejo e camardo sdo utilizados como
principal fonte industrial para producdo em larga escala de biomassa de quitina e
quitosana, sendo reaproveitado do processamento de fabricas de alimentos marinhos,
soando ecologicamente sustentavel pois ajudam a reciclar o lixo e fazer os derivados
ou subprodutos para utilizacdo em outros campos. Tais residuos crustaceos € um
combo de compostos inorganicos de proteina, sais de quitina e lipideos, como
principais composic¢des estruturais (MARICATO, 2010).

Acerca do processo de producdo da quitosana, primeiramente a quitina foi
associada com industrias de alimentos como adjunto para a conserva de camaroes,
em uma segunda etapa o processamento de quitosana foi associado a processos de
fermentacdo onde foi necessério o emprego de tratamento alcalino para produzi-la.
Sumariamente houve processo de descalcificacdo e desmineralizacdo onde conchas
foram moidas e minerais principalmente carbonato de calcio foram removidos por
extracdo pela acdo do acido cloridrico diluido e posterior agitacdo a temperatura
ambiente. Por conseguinte a proteina extraida (desproteinacdo), através do material
residual tratados por solucbes aquosas diluidas em hidréxido de sédio a fim de
prevenir contaminag¢do. A quitina obtida € desacetilada por hidroxido de so6dio com
exclusdo de oxigénio e seguido de procedimentos de purificacdo para tornar a
quitosana com natureza cationica. Tal tratamento detalhado produz cerca de 70% da
quitosana desacetilada (MARK, 1994).

Para pratica comercial, a quitosana esta disponivel na forma de flocos de
solugdo e p6 fino, destacam - se na producdo comercial paises como: india, Japao,
Polbnia, Noruega e Australia, diante da sua infinidade de aplicacbes a producado e
utilizagéo de quitosana faz com que ela se torne economicamente atraente e lucrativa
(ASSIS; CAMPANA, 2002).

Dado seu baixo custo e importantes propriedades fisiolégicas, a quitosana tem
sido considerada um dos biopolimeros mais promissores para aplicagdo industrial. O
Japado a nomeou como o material destaque para o século XXI, destinando assim
anualmente grande quantidade de seus recursos financeiros a pesquisas que visem o
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico. De fato € notéria a versatilidade desse

biopolimero o que inclui sua aplicacdo em diversas areas tais como: alimentos,
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cosméticos, agricultura, biomedicina, producdo ambiental, gestdo das &aguas
residuais e fibras téxteis entre outros (MARTINS, et al.,2015).

Recentemente pesquisas cientificas vém sendo desenvolvidas com intuito de
otimizar formas alternativas para a obtencédo de quitosana, e dai surgiram trabalhos
acerca de fermentacdo que indicam o cultivo de fungos da ordem dos Mucorales ,
conhecidos por conterem mais quitina e quitosana em sua parede celular, onde sua

massa micelial apresenta rendimentos entre 5 e 8%( SINGH, et al.;2008).

3.2 Fungos como fonte de Quitosana

Os fungos séo abundantemente encontrados no meio ambiente, e se proliferam
rapidamente na agua, no solo, nos animais e na atmosfera, e tem papel relevante
para espécie humana guea maioria das vezes sédo benéficos, destacando —se como
ferramenta importante a processos industriais desde a industria alimenticia como por
exemplo fabricacdo de pdaes, cervejas e queijos até a industria farmacéutica na
elaboracgdo de farmacos como a penicilina (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O cultivo de fungo em meio de cultura especifico faz com que o fungo se
desenvolva e forme estruturas tais como col6nias do tipo leveduriforme e filamentosa.
As colbnias leveduriformes se apresentam com caracteristica de consisténcia
cremosa variando de cores que podem ser brancas, cremes, escuras ou laranjadas, e
textura que podem ser opacas ou brilhantes (unicelulares). Os fungos com col6énias
filamentosas podem ser granulosos, aveludados, algodonosos ou purulentos, sdo
multinucleados e apresentam-se no formato de hifas que variam de septadas ou
hialinas e o conjunto de hifas denomina—se micélio e é ele que se desenvolve no
substrato faz a sustentacdo e absorcdo de nutrientes. O crescimento fangico
depende de alguns fatores como pH baixo, uma fonte de carbono, nitrogénio e
minerais e alguns até vitaminas (COLAKOGLU, 2001).

Aplicando — se a processos fermentativos, os fungos realizam conversao
catalitica de determinada substancia num novo produto. Para que se realize tal
processo, 0 preparo do inéculo é determinante para a obtencéo do produto final, pois
é através do volume da suspenc¢do do in6culo em concentracdes ideais de conideos
que garantem uma fermentacdo de qualidade, portanto a producdo em cultivo

fermentativo é formada por duas etapas: primeiramente o preparo do inoculo e a
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segunda a fermentacdo do substrato que normalmente é dependente de um agitador
rotativo: Shaker (CARVALHO; SATO, 2008).

Estudos demonstram uma diversidade de organismos produtores de quitina e
se distribui em diversos grupos tais como : Arthropoda, Anelida, Molusca, Onicofora,
Tardigrada, Nemathoda, Rotifera, Porifera, Quinorrinca, Amoebozoa, Foraminifera,
Radiolaria, Stramenopila, Fungi (KURITA, 2006). Na tabela 01, hd um breve
apanhado das principais fontes naturais de quitina, sdo fontes com exploracao
industrial ainda baixa que carece de estudos de caracterizacéo de extracdo para que

se torne viavel para aplicacdo comercial.

Tabela 1: Variedades de fontes para obtencéo de Quitina

' Fontes de
Fontes Marinhas Fontes Terrestres ) )
Microorganismos
Crustaceos Formigas Leveduras (tipo B)
Moluscos Besouros Fungos (Parede celular)
Anelideos Aranha Algas
Celenterados Barata Micélio de Penicillium sp.
Escorpido

Fonte: Adaptado de RINAUDO, 2006.

O intuito das inovacdes biotecnoldgicas é promover biotransformacfes na
producdo de metabdlitos Uteis, nesse ensejo faz - se necessario explorar as
atividades fungicas que demonstram ter valor industrial a partir da biomassa
produzida no qual o fungo Cunningamella pertencentes a Classe dos Zygomycetes,
Ordem Mucorales, se destaca por demonstrar quantitativos relevantes de quitina e
guitosana em suas paredes celulares (SYNOWIECKI; AL-KHATEEB, 1997)

3.3 Género Cunninghamella

Dentre a ordem dos Mucorales a Cunninghamella é o principal representante
comum do género, normalmente encontrados no solo, esses fungos possuem
caracteristicas microbioldgicas tais como colénias de crescimento consideravelmente

rapido com coloracao variando entre branco e cinza, esporangiéforo ereto, ramificado
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e na extremidade de cada ramificacdo formam — se vesiculas piriformes ou globosas
com diversos esporangiolos. Ja o micélio quando jovem ndo h& septo, o
amadurecimento da cultura esta diretamente relacionado com a septacdo ( WANG,
et al.; 1998).

O g¢género Cunninghamella possui mais de 12 espécies descritas ( a
classificacdo taxondmica pode ser observada na figura 2), as espécies C. elegans e
C. bertholletiae apresentam estruturas reprodutivas similares, o que dificulta a
identificacdo, sendo necessario a adocdo de novos métodos a fim de auxiliar a
descrever a taxonomia morfofisiolégica, um exemplo € o uso de marcadores
bioguimicos (SHIGEMASA; MINAMI, 1996).

Figura 2. Classificacdo Taxondémica da Cunninghamella :
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Pelo ponto de vista taxonémico, espécies de Cunninghamella podem ser
identificadas por sua aptiddo em responder a variacbes no meio de cultivo, porém a
separacao das espécies € complexa exigindo estudos para identificar caracteristicas
de valor taxondbmico como, por exemplo, a forma do esporangidforo analisada por
meio de microscopia optica ( WANG, R. et al., 1998).

Segundo a caracterizacao feita por DOMSCH et al., 1993 os esporos podem ter
formato globosos ou ovais com paredes lisas apresentando ou nao espiculas,
frequentemente unicelulares; clamiddsporos (estrutura de dilatacdo e resisténcia do
fungo) podem ser ocasionalmente formados. E de suma importancia a identificagéo
dos aspectos morfolégicos para o isolamento do fungo

Na figura 03 € demonstrada duas formas de caracterizacdo do fungo;
microscépica e macroscopica, na qual apresenta a esquerda uma representacao da
cepa cultivada em uma placa de Petri enriquecida em Agar Batata Dextrose apés 48
horas de incubacdo. Na figura 03 a direita através da microscopia € possivel
identificar 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 3. Aspectos macroscopicos e microscopicos de cepa do género
Cunninghamella, na figura A: uma placa de petri com Agar BDA contendo a cepa
apos 48 horas de incubacdo, na Figura B: imagem microscopica dos principais
achados: hifas hialina e ramificadas ( seta verde e amarela), esporangiéforo (seta
vermelha) e esporos (seta azul).

Fonte: Autor.
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Apesar da existéncia de inumeros estudos acerca da diversidade de
microrganismos apontados com grande potencial para extragdo de quitosana, porém
€ fato que é precaria as areas de estudos que disponibilizem técnicas que
aperfeicoem o desenvolvimento e escalonamento de processos para producdo em
larga escala (LIU et al.,2006).

Por ser tdo versatil e conter propriedades diferenciais, a quitosana é um alvo
biotecnolégico atrativo, porém ha probleméatica nos processos tradicionais de
obtencdo e seu alto valor de mercado estipulado ao consumidor sdo elementos
suficientes para motivar o desenvolvimento de bioprocessos que visem
especificamente a producdo de biomassa para a extracao de quitosana. Sintetizacao
de biomassa ainda tem sido pouco explorada demonstrando assim um campo
promissor, principalmente, porque outros produtos como proteinas e acidos organicos
podem, inclusive, ser agregados a producdo de biomassa (TAHERZADEH et al.,
2003).

3.4 Quitosana para Controle Biol6gico na Agricultura

Nos ultimos anos a agricultura tem enfrentado grandes desafios que é
produzir alimentos de qualidade e em larga escala, e alguns interferentes afetam
muitas vezes a qualidade e a producdo dos produtos como € o caso de ataque de
fungos, que em auséncia de um controle apropriado pode afetar e diminuir a producao
na lavoura, nessa motivacdo pesquisadores vem buscando encontrar fontes
alternativas para minimizar tais prejuizos (MORANDI, 2009).

Na tentativa de encontrar novas alternativas, diversos pesquisadores tém
investido em pesquisa com a utilizagcdo de quitosana, com objetivo de preservar ou
aumentar a defesa de algumas culturas através de fungicidas biodegradaveis como
protetor de plantas e sementes (ALBURQUENQUE, 2010). Ha alguns anos vem se
observado o poder de acdo da quitosana através de sua agcdo antimicrobiana, iSso
porque foram observados que seu uso induz plantas a produzirem substancias em
resposta ao ataque de fungos, bactérias e pragas, um exemplo pratico demonstrados
em estudos mostram que a molécula de quitosana em contato com a planta afetada
induz a transcricdo de genes responsaveis pela sintese da proteinase, dificultando a

quebra de proteinas, o que retira o alimento do patégeno (RAMOS et al.; 2011).
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Alguns pesquisadores tem investido em producéo de filmes a base de
quitosana para recobrimento de frutos diversos com o intuito de proteger contra a
acdo de patogenos. Assim melhoram a aparéncia do fruto e prorroga o
amadurecimento, o que consequentemente induz o produto a resistir por maior tempo
na prateleira com aspecto preservado. A eficdcia foi comprovada a partir da
concentracéo de 10 mg de quitosana administrada (BOTELHO et al., 2010)

Um estudo realizado por CIA et al., (2010) comprovaram a atividade da
quitosana sobre Rhizopus stolonifer, que por sua vez diminuiu a sua incidéncia em
caquis e amendoim. E sabido que ha uma similaridade no processo de colonizagéo e
infeccdo de fitopatdgeno, diante disso a aplicacdo de quitosana trouxe mudancas
morfologicas e estruturais nas células dos patégenos, e inibiu o crescimento micelial,
e 0 mais animador que tal processo ndo causou alteracdo na coloracéo do fruto.

Diante do evidente potencial fungistatico da quitosana, esse polimero se
mostra como uma alternativa no controle pés — colheita de alguns frutos. Segundo um
trabalho realizado por EI GHAOUTH et al., 1991, a eficiéncia da quitosana foi
equiparada ao fungicida Rovral quando utilizado para o controle de podridées pos
colheita de morangos.

Muitos trabalhos vem sendo desenvolvidos no Brasil envolvendo quitosana e
aplicacdo em frutos, porém ainda ndo ha uma padronizacdo quanto a dosagem ideal
de aplicacéo e as informac¢des ainda ndo séo suficientes, o que nos motiva a testar o
seu efeito em outros microrganismos maléficos a agricultura, considerar a utilizacéo
da quitosana fangica como alternativa em diferentes concentracbes e verificar
viabilidade de uso (ROMANAZZI et al., 2013).

3.5 Quitosana frente a Resisténcia bacteriana

Dentre a gama de aplicagbes do bioproduto composto por quitosana a
aplicacdo farmacéutica tém se mostrado uma area que requer avan¢os devido a
resisténcia bacteriana aos medicamentos disponiveis. Casos como tratamento de
feridas e queimaduras na pele na maioria dos casos exigem a aplicacdo de um
farmaco anti-microbiano para evitar ou até mesmo combater infecgbes. Em suma,
devido a grande exposicao da pele ao meio externo 0 contato com microorganismos
€ constante e inevitavel. Por isso, a necessidade de constante atualizacdo e insercéo
de novos agentes microbianos capazes de inibir o crescimento de bactérias
(BENHAMOU, 1996).
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Ainda ndo é bem esclarecido o mecanismo de ac¢do da quitosana em atividades
antimicrobianas, segundo BENHAMOU, 1996; uma hipétese é que a quitosana age
interferindo nos grupos carregados negativamente das macromoléculas presentes na
superficie da parede celular bacteriana e fangica, consequentemente modificando a
permeabilidade da membrana plasmatica.

O experimento realizado por Liu et al.,, 2007 cujo objetivo foi avaliar a
atividade antibacteriana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus utilizando
solucdo de aceto de quitosana se baseou na investigacdo da integridade da
membrana celular de ambas espécies, no qual foi constatado um aumento gradativo
de material intercelular das suspensdes de bactérias tratadas com acetato de
quitosana (0,5 e 0,25% m/v), os autores também verificaram que de acordo com os
resultados dos espectros de infravermelho e dos perfis de termogravimetria e
termogravimetria diferencial, houve formacé&o de ligacé&o i6nica entre o grupo NH3+ do
acetato de quitosana e o grupo fosforila da fosfatidilcolina, tais resultados demonstram
a interacdo eletrostatica entre acetato de quitosana e fosfatidilcolina um dos
compostos da membrana celular bacteriana.

Variagcbes como essa na membrana provocam mudancas na permeabilidade
resultando em desequilibrio osmotico interno e consequentemente inibicdo do
crescimento de microrganismos. Uma hipétese levantada sugere a ligacdo da
quitosana ao DNA microbiano, atingindo a producdo de RNAmM e por conseguinte a
sintese proteica, quando a mesma penetra no nucleo celular bacteriano (HADWIGER
et al., 1985). Outros pesquisadores em estudos recentes revelam que 0 mecanismo
esta intimamente ligado as propriedades fisico—quimicas dos polimeros, a
concentracdo adotada, o tempo de exposicdo e as caracteristicas da membrana dos
microrganismos (COSTA et al., 2006).

Dada a frequéncia em que ocorrem infec¢cdes por Escherichia coli e
Staphylococcus aureus a medicagdo empregada torna —se cada vez mais corriqueira,
levando o0s microorganismos a se habituarem com a terapéutica empregada
provocando casos de resisténcia bacteriana simultaneamente, ocasionando um
problema de saude publica no mundo, e afeta paises subdesenvolvidos e
desenvolvidos envolvendo hospitais e comunidades, tal situacdo preocupa o meio
académico- cientifico em busca de viabilizar novas ferramentas para minimizar a
continuidade de bactérias antibiético — resistente (SANTOS, 1997) .
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O facil acesso ao uso indiscriminado de antibiéticos na clinica médica € uma
situacdo preocupante relatada em diversos estudos nacionais e também
internacionais. Paralelo a isso o “marketing” dos antibiéticos promovidos pelas
induUstrias farmacéuticas os enaltece como uma solucao prética e segura ho combate
a infeccOes bacterianas, e assim frequentemente sdo injetados no mercado novos
antibioticos com amplos e diferentes espectros. Substancialmente, essas medidas
criaram, no meio meédico, uma traicoeira sensacdo de seguranca, pois incentivou o
uso do antibiotico de modo indiscriminado ou inadequado. Em virtude disso, as
doencas infecciosas ainda continuam sendo a principal causa de mortes no mundo,
aproximadamente 17 milhdes de pessoas por ano, em sua maioria, criangas
(WENZEL, 1993).

3.6 A Escherichia coli

Essa bactéria é pertencente a familia Enterobacteriaceae, € uma gram- negativa
(que nédo retém o corante violeta de genciana durante o manuseio ao protocolo de
coloracdo de Gram), ndo esporulada, anaerdbica facultativa, fermentativa, em sua
maioria movel (flagelo peretriqueo). E uma bactéria comensal, presente no intestino
de mamiferos e aves, entretanto € apontado, como um dos agentes bacterianos mais
frequentes em diarreias de seres humanos e animais, e acometimento de infec¢des
do trato urinario (FERREIRA, 2009).
A patogenicidade da Escherichia coli se manifesta por mecanismos multifatorial
e complexos que envolvem varios fatores de viruléncia, que variam de acordo com o
sorotipo, faz parte do grupo de coliformes fecais apontada como indicador especifico
em eventuais contaminacbes fecais (KAPER et al., 2004). Inumeros fatores
contribuem para sua disseminacdo no meio ambiente pois é excretada nas fezes e
pode sobreviver nas particulas fecais, poeira e agua durante semanas ou meses,
porém seu ambiente normal é o trato intestinal, tem habilidade de crescer
rapidamente e usa uma grande variedade de materiais como nutrientes (SAVIOLLI,
2010).
A patologia mais frequente causada pela E. coli € a infecgédo do trato urinario
(ITU), ocorre em todas as idades e sexos e alguns fatores sado determinantes para a
acdo do germe causador, como o padrdo local da resisténcia bacteriana, a historia

prévia de uso de antibioticos pelo paciente, a imunidade do paciente, 0s custos sao
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os determinantes para a escolha empirica dos antibiéticos no tratamento da ITU
(RIGATTI, 2010).

Tal problematica influenciou no levantamento de possibilidades de aplicacdo de
quitosana fungica como agente antibiético, uma hipotese que vem sendo apontada
em diversas pesquisas cientificas, no qual a quitosana proveniente de origem natural
surge como nova alternativa frente aos de origem sintética comercializado pela

industria farmacéutica.

3.7 Staphylococcus aureus

Em 1878, o estafilococo foi isolado e descrito, pela primeira vez, por Robert
Koch, de um ferimento purulento. A espécie aureus é a estirpe tipica e o principal
patébgeno dentre as espécies do género, foi nomeada de aureus pela coloracdo da
colénia (amarelo-ouro). Produzem muitas proteinas extracelulares que quando
associadas as células do hospedeiro sua colonizacdo auxilia no crescimento dos
estafilos nos varios tecidos e por seguinte estabelecendo infec¢des. Muitas toxinas
citoliticas (hemolisinas); enzimas (proteases, lipases, hialuronidases) se associam
para causar lesdo tecidual, fornecendo nutrientes que sado consolidados e utilizados
para 0 seu desenvolvimento bacteriano. A doenca € resultante de um fenémeno
existente entre as varias proteinas de superficie envolvidas na colonizacédo celular,
enzimas, toxinas e o ambiente extracelular ( TAKASHI et al. ,1997).

Os Staphylococcus aureus sao normalmente encontrados na pele e na
cavidade nasal da populacdo, porém mesmo sendo considerado parte da microbiota
natural do homem, em contato com algumas adversidades o S. aureus pode tornar-se
patogénico e causar uma ampla variedade de infec¢bes, como por exemplo infec¢des
nosocomiais (aquelas infecgcbes contraidas durante uma estadia em um
estabelecimento de saude como hospitais, clinicas) e/ ou comunitarias (GORWITZ,
2008).

Alguns estudos acerca da atividade antimicrobiana utilizando a quitosana como
bioativo, baseia —se na avaliacdo dos seus efeitos através das determinacbes de
Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM), sobre o crescimento de patégenos gram —
positivos ou gram — negativos. Tais experimentos utilizaram membranas produzidas
de quitosana inseridas em placas de Petri contendo 0 microrganismo, que apos a
incubacéo é verificada a sensibilidade ou resisténcia do patdégeno ao produto testado

(DALLAN, 2005). Em um experimento realizado, concentragdes de quitosana maiores
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ou iguais a 0,005% (m/v) foram suficientes para estimular a completa inativacado de
Staphylococcus aureus CHANG et al., 2009 relataram que as MIC de quitosana para
E. coli e S. aureus foram de 0,025% (m/v) e 0,05% (m/v), respectivamente. JEON et
al., 2011 relatou que os valores de MIC de quitosana foram menores ou iguais a
0,06% (m/v) contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Segundo WANG,
2002, tais valores divergentes apontado nesses estudos de atividade antibacteriana
de quitosana podem estar supostamente associados aos diversos métodos
experimentais adotados, amostras diferentes de quitosana ou potenciais

hidrogenidnicos dos meios.

3.8 A Quitosana e a acao Antifungica

O espectro microbiolégico da quitosana pode exercer dupla funcéo, interferindo
diretamente no desenvolvimento do patdgeno e ativando varias respostas de defesa
no tecido conferindo propriedades fungistatica e fungicida contra patdgenos. A
formacdo de barreiras estruturais pelo tecido afetado mostra que apds o tratamento
com quitosana pode restringir a expansdo do patdégeno, e ainda retardar a
reincidéncia de infec¢des, as quais podem reaparecer ap6s uma diminuicdo do
potencial biossintético do tecido em produzir compostos antifiungicos (GHAOUTH, et
al; 1991).

Comercialmente os antifingicos ainda s&do considerados numericamente
precarios e mostram-se em desvantagem quando comparados as drogas
antibacterianas, além disso, houve crescimento significativo quanto a resisténcia a
antifangicos (BATISTA et al, 2005).

A ideologia da medicina alternativa tem instigado varios pesquisadores a
intensificarem seus estudos na busca por novos biocompostos naturais de baixo custo
beneficio e que possua capacidade de erradicar patologias. Assim, a quitosana surge
como um biopolimero utilitario da qual se faz necessaria a realizagdo de testes e
experimentos em laboratorios para definir sua eficacia e observar em qual nivel de

crescimento esse biopolimero age (BARBEDO, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento destes experimentos ocorreram no Laboratério de
Microbiologia da Incubadora de Empresas da Universidade Federal do Tocantins,
Campus de Gurupi-TO.

4.1 Obtencao dos Microrganismos

Os fungos séo habitantes naturais do solo, e tratam - se de organismos que
possuem papeis muito importante para o equilibrio ambiental, sdo decompositores da
biosfera sendo a sua funcéo tdo primordial como a dos produtores. No processo de
decomposicdo os fungos liberam diéxido de carbono para atmosfera, atuam liberando
e estocando minerais e fazem o transporte entre solo e a planta de 4gua e mineirais,
além disso agem na sintese de substancias, estimulo da germinacdo de sementes
(DIGHTON et al., 2005).

Solos que tem grande contelddo de agua propicia o crescimento da populacéo
fungica, partindo desse conceito, aquelas areas que possuem solos irrigados
constantemente se mostram com um habitat ideal para o crescimento destes
microrganismos (SOUTO et al., 2008). Este estudo buscou em sua utilizacdo cepas
fungicas foram extraidas de solos de areas selecionadas no municipio de Gurupi e
Formoso do Araguaia que abrangem o cultivo de milho, soja, arroz, mandioca, por
serem irrigadas constantemente.

Estudos realizados por LOPES, 2016 demonstrou que essas areas possuem
mais de 20 cepas com caracteristicas compativeis com fungo do género
Cunninghamella sp, esse estudo fez a identificacdo macroscopica e microscopica dos
isolados e ap6s a comparacdo com a cepa de referéncia Cunninghamella elegans
(CBMAI 0843), fez — se uma avaliagdo do indice de velocidade de crescimento
micelial, a esporulacdo das cepas, o perfil metabdlico dos isolados, avaliagdo da
biomassa e grau de desacetilagdo. A partir destes dados foram selecionados os
isolados que demonstraram maior rendimento de biomassa para ser submetido a

testes deste estudo.
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4.2 Isolamento dos Microrganismos

Como referéncia o método de espalhamento de solo, descrito inicialmente por
Duddington, 1951. O método consistiu em espalhar 2g de solo no centro da placa de
Petri contendo meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar), acrescido de antibiético.
Na solugdo contém: 2509 batata, 20g dextrose, 20g agar, 250mg ampicilina por litro
de agua, posteriormente submeteu-se a incubacdo com temperatura em torno de
28°C em estufa incubadora BOD (biochemical oxygen demand).

Apbs incubacao, foram supervisionadas as placas diariamente a partir das 24
horas de inicio, a fim de observar a coldnia formada e detectar a presenca de hifas ou
micélios caracteristicos do género Cunninghamella e posteriormente realizar a
transferéncia da subcultura para uma nova placa contendo meio de cultura BDA
acrescido de antibiotico, identificando a passagem, até a obtencdo da cultura pura
(método de purificacao de coldnia). As culturas puras obtidas foram armazenadas em
placa de Petri sob refrigeracdo (4°C), e posteriormente prosseguiram para
identificacdo macroscépica e microscopica, e a seqguir preservadas em eppendorfs
contendo solucéo salina , de modo a formar um banco de cultura.

Com o intuito de comparar os aspectos fenotipicos macroscépicos e
microscépicos dos isolados, fez — se necesséria a aquisicdo de uma cepa de
referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843), a cepa utilizada nesse estudo
pode ser encontrada na Colecdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e
Industria (CBMAI) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

4.3 Identificacdo MicroscoOpica e Macroscopica dos Microrganismos

A caracterizacdo morfolégica se deu através de observacao das caracteristicas
macroscopicas das colbnias como coloracdo (verso e anverso), aspecto / textura e
topografia de crescimento. Além disso, tomou-se como base a comparacao
macroscopica de cada isolado com a cepa de referéncia, de modo a estabelecer
semelhancas entre estes.

Para a identificacdo microscopica foi necessario que as culturas puras
cultivada em placa de Petri contendo meio BDA, fossem submetida a um processo
onde foi colocado uma gota de agua destilada em uma lamina de microscopia, sobre
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esta uma porgédo do material a fresco para ser examinado e em seguida cobriu-se a
preparacdo com uma laminula, examinando-a, em microscépio Optico comum com
objetiva de 40x ( SIVANESAN, 1984). Entre os achados microscopicos foi confirmada
a presenca de microestruturas, tais como estruturas reprodutivas e esporos,

comparando-se com a cepa de referéncia e descrita em bibliografias especializadas.

4.3.1 Microrganismo utililizados

Apébs o isolamento das cepas em placas de Petri contendo meio BDA (Batata,
Dextrose, Agar), foram selecionadas as cepas de Cunninghamella sp. que
demonstraram maior rendimento de biomassa, sendo a Cepa UFT 10B a que
apresentou um rendimento de biomassa de quitosana de 4,66% um valor superior a

cepa de referéncia que teve um rendimento de 1,89%.

4.3.2 Meios de Cultivo

Para o cultivo de Cunninghamella sp. em meio liquido, o meio mais utilizado é
o meio YPD -Yeast Peptone Dextrose (FELIX et al, 2009). 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 o pH corrigido para 4,5. Neste trabalho testamos a
suplementacdo do meio ja descrito e com adicdo de dois complementos : a Milhocina

e o Glicerol a 10%.

4.3.3 Meio com adi¢do de Milhocina

A milhocina também chamada de corn steep liguor tem demonstrando ser uma
fonte nutricional de baixo custo pois é proveniente do substrato de beneficiamento do
milho , tem em sua composi¢cdo uma excelente fonte de carbono e / ou nitrogénio,
indispensavel em varios processos fermentativos para obtencdo de insumos de valor
agregado, recentemente ela vem sendo empregada em testes como um componente
chave para nutricAo de microrganismos em processos fermentativos (AMARTEY;
LEUNG, 2000; SILVEIRA et al., 2001).

Em um estudo realizado por GOMES, 2013 avaliou a influéncia de residuos
agroindustriais como milhocina e farinha de banana verde na producdo de

carboidratos utilizando Cunninghamella echinulata UCP 1297, os resultados
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demonstrados neste estudo mostraram que o meio de cultivo com insergéo de 1% de
milhocina favoreceu o crescimento radial de C. echinulata e uma producédo de
quitosana de 15,4%, o que destacou a milhocina como fonte de nutriente essencial
para o metabolismo de cultivo deste fungo e reduzindo o custos de producéo.

Com o intuito de melhorar o rendimento da biomassa final, nesse trabalho
foram realizados testes com incrementacdo de milhocina ao meio YPD, afim de
conhecer a influéncia desse compostos em cepas provenientes do solo Tocantinense.
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 (900ml ), e adicionado 100ml de Milhocina liquida e a seguir houve o
reajuste do pH para 4,5.

4.3.4 Meio com inserc¢do de Glicerol

Glicerol é uma substancia quimica mais versatil e mais valiosa e possui
diversas aplicacbes, € um coproduto da producdo do biodiesel, comercialmente o
glicerol recebe, frequentemente, o nome de glicerina. E um residuo que passa por
varios processos de purificacdo nas industrias ,entre elas a farmacéutica, cosmética,
sintese de resinas (ésteres) , no uso alimenticio entre outros .Pode ser encontrado em
vegetais oleaginosos, como a soja, mamona, babacu, girassol, palma, algodéao, coco,
dendé, pinhdo manso e em tecidos animais associados aos &cidos graxos (RIVALDI
et al., 2007).

A quitosana por ser um copolimero flexivel para modificacbes quimicas e
fisicas motivou este trabalho a fazer testes com insercéo de glicerol ao meio YPD, por
conter uma substancia plastificante o objetivo é conferir se 0 seu uso permite
aumentar a mobilidade das cadeias e conferir mais flexibilidade ao polimero e
influenciar no rendimento final (PAGLIARO et al, 2008). Foi utilizado o meio YPD
(Yeast Peptone Dextrose) com a seguinte composic¢ao: 2 g de extrato de levedura, 10
g de peptona e 20 g de dextrose, diluidos em agua destilada (900ml ), e adicionado
100ml de Glicerol liquido e a seguir houve o reajuste do pH para 4,5.

FUNDO et al .(2014) , desenvolveram um estudo que comprovou os efeitos da
quitosana com adicao de glicerol, eles avaliaram as micro estruturas e a dinamica
molecular dos filmes poliméricos utilizando a Microscopia Eletrénica de emisséo , a

hipotese da relagdo polimero/plastificante foi confirmada e influenciou a espessura e
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estrutura do filme de quitosana, nesse trabalho a glicerina bruta, residuo industrial
proveniente do processamento do biodiesel foi utilizada como fonte de carbono para o
meio de producdo da quitosana pelo fungo filamentoso Rhizopus arrhizus,

pertencente a ordem Mucolares.

4.3.5 Condicdes de Cultivo

O cultivo fungico foi realizado em Placas de Petri, de 9 cm de diametro
contendo meio Agar Batata Dextrose (BDA) vertido e solidificado, mantidas na
Incubadora BOD a 28 °C.

O preparo do inéculo se deu a partir da cultura monosporica de cada cepa de
amostra do fungo, realizando a padronizacdo do indculo através da contagem de
esporos em camara de Neubauer na concentracao final de 10° esporos/ml.

Para o cultivo em meio liquido foram utilizados Erlenmeyer de 500ml contendo
300mL do meio YPD e dois Erlenmeyer de 250ml contendo 100ml , totalizando
1000mI de meio liquido, sendo que para cada meio testado foi separado uma aliquota
do meio em Erlenmeyer com a finalidade de “testemunha” sem inéculo para testar a
nao presenca de outros microrganismos, para todas as amostras do fungo o
experimento foi realizado em triplicata. A proporcdo dos componentes do meio esta

descrito na Tabela 2:

Tabela 2: Meios para cultivo de Cunninghamella sp.

Meio de Cultivo Reagente Utilizado Quantidades
Extrato de Levedura 2 gramas
Meio YPD Peptona 10 gramas
Dextrose 20 gramas
Agua Destilada 1,0L
Meio Glicerol Meio YPD 900ml
Glicerol 100ml
Meio Milhocina Meio YPD 900ml
Milhocina 100ml

Fonte : Adaptado de FELIX et al, 2009.
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Apébs o preparo procedeu-se, a incubacdo com temperatura de 28 °C , durante
120 horas sob agitacdo orbital constante de 130 rpm, em mesa agitadora orbital
(Modelo TE-145 da Tecnal®).Nas figuras 4, 5, 6 e 7 sdo apresentados o aspecto dos

meios decorrido o periodo de agitacao .

Figura 4. Aspecto do meio YPD decorrida as 120 horas , sendo o primeiro Erlenmeyer

esquerda a “testemunha” ou seja 0 meio sem inéculo.

Fonte: Autor

Figura 5. Aspecto do meio de cultivo com adigdo de Milhocina decorrida as 120horas

do processo de agitacdo em Shaker

Fonte: Autor
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Figura 6. Aspecto do meio de cultivo com adigdo de Glicerol decorrida as 120horas

de agitacao.

Fonte: Autor

Figura 7. Vista aproximada do cultivo liquido decorrido o processo de agitagdo. As
microesferas sédo possiveis de observar no meio YPD (A), na figura B 0 meio com

adicédo de Glicerol, e em C 0 meio acrescido de Milhocina

I
&

g

Fonte: Autor
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4.3.1 Determinacédo da Biomassa Micelial

Decorrido o periodo de agitacdo, retirou —se os Erlenmeyers contendo a
biomassa micelial e procedeu —se o processo de filtragcdo, no qual foi utilizado uma
bomba a vacuo modelo 131 tipo 2 VC acoplada a um Erlenmeyer do tipo Kitassato e
um funil de Buchner (Figura 8). Filtrou-se a biomassa a vacuo em folha de papel filtro

qualitativo 0,45 ym desprezando o meio liquido (Figura9).

Figura 8. Sistema de filtracao para retirada de biomassa fungica, a bomba a vacuo

faz a sucgdo do meio liquido que é desprezado.

[

Fonte: Autor

Figura 9. Processo de separacdo do meio liquido da massa micelial a esquerda, e a
direita a biomassa retirada ainda no papel filtro para prosseguir o processo de

secagem.

Fonte: Autor
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A biomassa filtrada foi submetida ao processo de secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar onde foi mantida por 24 horas a uma temperatura de 50°C
(Figural0).

Figura 10. Aspecto da Biomassa decorrido o processo de secagem.

Fonte: Autor

4.3.2 Processo de Extracdo de Quitina e Quitosana

A metodologia empregada neste trabalho é adaptada de acordo com métodos
descritos por Synowiecky e Al-Khateeb (1997), na qual a quitina e quitosana foram
extraidas a partir da massa micelial seca, desidratada e triturada a pé com auxilio de

um macerador de porcelana.

a) 12 Etapa: Desproteinizacgéo:

Apbs a pesagem da biomassa seca, preparou—se as solucbes dos reagentes
necessarios para a etapa de desproteinizacdo. A fase de desproteinizacéo (Figura 11)
tem a funcdo de reduzir o teor de nitrogénio protéico e consiste em adicionar solucdo
de Hidroxido de sodio a 2%, estando o volume dos reagentes na proporgédo 30:1, a

agitacao durou por 02 horas na temperatura de 90°C.
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Figura 11. Biomassa com adicdo de Hidroxido de sédio submetida ao processo de

Desproteinizacdo em chapa aquecedora magnética.

Fonte: Autor

b) 22Etapa: Centrifugacdo:

Nessa etapa é realizada a centrifugacdo das amostras para que ocorra a separacao
da fracdo insolivel em alcali (FIA) — Figura 12, o processo foi realizado em ultra
centrifuga Modelo 80- 2b, em rotacdo de 4000 rpm durante 15 min

Figura 12. Precipitacdo da quitosana a partir

do extrato.
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O extrato proteico (sobrenadante) é desprezado, e o precipitado € submetido a
processos de lavagem até obtencéo do pH 7,0.

c) 32Etapa: Extracdo da Quitosana

O precitado resultante da centrifugacéo é a Fracdo Insoltvel em Alcali (FIA), e
para que ocorra o0 processo de extracao é feita a adicdo de acido acético a 10% v/v na
propor¢cdo (40:1 v/m), tal composto € submetido novamente a chapa aquecedora
magnética por 6 horas na temperatura de 60°C.

d) 42 Etapa: Separacédo da Solucéo e Precipitado

Decorrido o processo de extracdo as amostras sdo submetidas a um novo

processo de centrifugacédo durante 15 minutos (Figura 13):

Figura 13. O produto formado pela fracdo do

7

precitado na amostra é a Quitina, e a

Quitosana é o produto da solugéo.

Fonte: Autor

Para finalizar o processo de extracdo de quitina o protocolo utilizado séo
ciclos de lavagem com agua, etanol e acetona e por fim secagem ao ar. Porém
para extragdo da quitosana € necesséario submeter a solucdo a um pH 9,0
ajustado com uma solucao de NaOH 30%, e logo apés a amostra € submetida a

precipitacdo a 20°C over-night..
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e) 52Etapa: Extracgéo final

As amostras sdo novamente centrifugadas a 4000 rpm, 15 min, para a
retirada da solucdo de acetado de sodio formada durante o processo (podendo
ser observado na Figura 14 a “nuvem” de quitosana formada) , depois sé&o
realizados ciclos de lavagem primeiramente com agua, depois com etanol ( trés
lavagens) e por fim com acetona, encerrado 0s processos de lavagem, a

biomassa é exposta a secagem ao ar a 20°C.

Figura 14. Nuvem de quitosana formada apés centrifugacéo.

Fonte: Autor

f) 52 Etapa: Produto sintetizado

O produto resultante de todo esse processo a Quitosana, teve caracteristicas
fisicas semelhantes, pode-se observar que o p6é formado resultante da extracédo tem a
mesma textura e cor, a Figura 15 demonstrada a seguir mostra 0 aspecto da
biomassa nos trés meios utilizados:
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Figura 15. Aspecto do p6 de quitosana extraida a partir de massa micelial de
Cunninghamella sp -UFT10B , acrescido com Glicerol (A) e acrescido de Milhocina (B)

e meio padrdo YPD em C.

Fonte: Autor

4.3.3 Mensuracdo do Grau Médio de Desacetilagéo

Véarios métodos sdo usados com o0 objetivo de determinar o grau de
desacetilagdo das substancias para proporcionar maiores rendimentos e melhoria na
sua utilizacdo, e o seu grau é determinado como o0 ndmero de grupos aminos em
relacdo aos grupos amida da cadeia polimérica (SANTOS et al., 2003).

O método empregado neste estudo foi a titulagcdo das solucdes aquosas de
quitosana. Dentre a amostragem retirou —se 50 mg da amostra e diluiu —se 50 ml de
agua destilada. Apds houve o ajuste do pH da solucdo para pH <2 com a utilizacao de
HCI concentrado. Tal solucdo foi submetida a agitacdo no periodo de 20 horas, apés
foi titulada com solucdo de NaOH 0,1 mol/L previamente padronizada (ABREU;
CAMPANA FILHO, 2005; CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012), os valores de pH
foram registrados por meio de phmetro digital, a solubilizacdo e a titulacdo foram
realizadas em banho termostatizado a 25,0 £ 0,1 °C. Para o célculo do grau médio
de desacetilagcao foram calculados a partir do volume de NaOH utilizado, de acordo

com a equacao a seguir:
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M (V2 — V1) x 161
W

% GD = x 100

Legenda:

GD = Grau médio de desacetilacédo

V1= Volume de base usado na neutralizagdo de HCl em excesso, expresso em mL;
V2 = Volume de NaOH correspondente a neutralizacdo dos grupos amino presentes
no polimero, expresso em mL,;

M = Concentracdo molar da solucao de NaOH

W= Massa da quitosana em mg.

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

4.4 Biofilmes de Quitosana

Visando obter um biofilme de estrutura mais rigida e consistente no presente
trabalho foi incorporado a quitosana fungica sintetizada a polimeros de gelatina
formulando assim biofilme quitosana/gelatina (BQG). Uma vez que estudos realizados
por TRINDADE et al., 2011, utilizando quitosana tradicional advinda de camardo
acrescida de gelatina revelou que a incorporacao de gelatina a quitosana minimiza a
cristalinidade e a estrutura formada € compacta, mais resistente e ausente de
macroporos, acusando a compatibilidade entre os biopolimeros de quitosana e
gelatina, tal evento foi caracterizado utilizando o gel de 70 um submetido a
microscopia eletrbnica de varredura. A quitosana possui alta densidade de carga ,
uma carga positiva a cada uma unidade de glicosamina, justificando sua favoravel
interacdo com biomoléculas. Ja a gelatina é um mistura simples dotada de
multiemaranhados de aminoacidos e destaca—se por suas caracteristicas
filmogénicas, nessa premissa a formulagcdo de BQG € apreciavel pois o0s dois
compostos s&@o biopolimeros hidrofilicos com boa afinidade e compatibilidade

(RIVERO, 2009).
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4.4.1 Preparacao do Biofilme Gelatina / Quitosana

Para a etapa experimental de elaboracdo do biofilme iniciou-se com preparo
da solucdo da quitosana fungica (Figura 16), sendo feita a dissolucdo de 1g de
quitosana em 100ml de uma solugdo previamente preparada de 1,0% (v/v) de &cido
aceético glacial, em seguida a solucdo é colocada em chapa aquecedora de agitacao
magnética por duas horas a 45°C para que ocorra a solubilizacéo total da quitosana,
decorrido o periodo de dissolucao , foi feita a filtragem do composto em bomba a
vacuo para a retirada de particulas insolUveis. Em paralelo é feita a preparacdo da
gelatina a uma concentracao 1,0%, sendo utilizada 1g de gelatina em 100ml de agua
destilada sob agitacdo magnética por trinta minutos a 45°C, a gelatina utilizada é
comercialmente descrita como Gelatina em p6 U.S.P da marca Synth.Utilizando as
razdes equivalentes houve a mistura das solu¢des na proporcao 50/50, tal fuséo foi
submetida novamente em chapa aquecedora a agitacdo no periodo de uma hora e
trinta minutos a 45°C (TRINDADE et al, 2011).

Figura 16. Processo de dissolucdo da quitosana em chapa agitadora magnética a

esquerda, e montagem do biofilme a direita.

Fonte: Autor

Apos a fusao da gelatina com a solucdo de quitosana, foram depositados 20ml

da solucdo e depositadas em placas de Petri de vidro envolvidas com filme de
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polietileno para evitar o contato do biofilme com a placa e evitar interagdo com a
superficie de vidro, em seguida foi deixada em repouso por 48 horas, tampadas e na
auséncia de luz ( para que ndo houvesse catalisacdo das reacfes quimicas de
hidrolise das moléculas ) , esse periodo de repouso é imprescindivel para a formacao
estrutural do biofilme (DILARRI; MENDES; MARTINS, 2014). O mesmo processo foi
repetido utilizado as variagbes com duas e trés gramas de quitosana fungica
produzida (Figura 17), incluindo as variacfes de quitosana que foram extraidas com
adicdo de Milhocina e Glicerol todas tratadas nas proporcdes de 1%, 2% e 3% com

as cepas Padrdo CBMAI 0843 e UFT 10B respectivamente .

Figura 17. Aspecto do Biofilme Gelatina/ Quitosana fangica decorrido o tempo de
repouso, em diferentes propor¢cdes, com uma altura aproximadamente de 3,5mm.

Fonte: Autor

Também foram elaborados filmes com a quitosana comercial (Figura 18)
extraida de camardo todos a 1% com o intuito de fazer um comparativo das
caracteristicas do gel, visualmente ndo ha diferencas perceptiveis no quesito formato

e estrutura do biofilme de gelatina como € mostrado na figura a baixo.
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Figura 18. Biofilme de quitosana extraida de camaréo a 1% da marca Polymar

Fonte: Autor

4.4.2 Teste de Sensibilidade a antimicrobianos

A quitosana é um biopolimero conhecido por sua caracteristicas favoraveis
para formagéo de filmes e revestimentos, que por sua vez pode se tornar um inibidor
de crescimento microbiano. O Teste de Sensibilidade a antimicrobianos (TSA) € um
método amplamente utilizado em laboratérios de microbiologia, com a finalidade de
testagem de susceptibilidade de microrganismos frente a agentes antibacterianos,
também descrito como método de disco difuséo ele foi elaborado por Bauer em 1966,
e até entdo um método eficaz e utilizado rotineiramente (OSORIO, 2013)

O teste se baseia na insercdo de um antimicrobiano impregnado em discos de
papel filtro sobre placas contendo agar e o microrganismo a ser testado (Figura 19),
tal tratamento leva a formacdo de halos que podem indicar resisténcia ou
sensibilidade, tal avaliacéo se da entre 12 e 24 horas de incubagéo e com o auxilio de
paquimetro é feita a medicao do halo formado, caso ndo ocorra a formacéo de halo é
um indicativo de resisténcia (JORGENSEN, 2007).
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Figura 19. Metodologia de Disco difusao de Kirby-Bauer, e afericdo de medida do

didmetro do halo formado em mm.

Fonte: ProfBio - disponivel em: http://www.profbio.com.br/aulas/ac2_06.pdf

Para interpretacdo utilizando — se antimicrobianos sintéticos a medida do halo
formado é padronizada com valores de corte definidos em tabelas pela EUCAST -
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing , que é um padrdo

determinante para o controle de qualidade dos testes em laboratério.

4.4.3 Avaliacdo da capacidade antibacteriana

Para verificar a eficacia da quitosana produzida, foram selecionadas bactérias
Gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Gram negativa, Escherichia
coli (ATCC 25922), as coldnias bacterianas foram gentilmente cedidas pelo LACEN —
TO (Laboratério Central De Saude Publica Do Tocantins), as quais foram feitas
repiques com auxilio de uma al¢ca bacterioldgica previamente calibrada para fazer a
suspensdo dos microrganismos em solugdo salina de modo a obter turvacdo
equivalente ao tubo com concentragdo padrdo pré - estabelecida que é
correspondente a 0,5 da escala McFarland, o qual equivale a 1,5 / 10® unidade
formadora de col6nica (UFC) por microlitro de solucéao salina por ml.

A importancia de padronizar a suspencao bacteriana é evitar que a turbidez
interfira na formagdo dos halos, pois um in6culo mais denso pode provocar a
diminuicdo de halos e inéculos com menor densidade tera efeito contrario. A escala
McFarland trata-se de uma suspensdo de Sulfato de Bario que padroniza a

concentracdo bacteriana, ela serve como referéncia para ajuste de turbidez que


http://www.profbio.com.br/aulas/ac2_06.pdf
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podem variar de 0,5 a 10 (MURRAY, 2017) neste trabalho foi utilizado a escala da
Cefar Diagnostico Ltda, produto apresenta —se em tubos individuais contendo 7ml.

A realizacdo do teste se baseou na técnica de disco difusdo ja descrito
anteriormente, assim foram preparadas em quadriplicata placas de petri (Figura 20)
contendo agar Muller Hilton que € o meio especifico para provas de sensibilidade a
bactérias (antibiograma), ele contem proteinas e carboidratos que proporcionam
desenvolvimento e crescimento de estirpes bacterianas (TENOVER et al, 2001).
Apos a homogeneizacao dos indculos, com auxilio de uma alca calibrada, foram feitas
estrias na placa contendo o agar sélido em varias direcdes.

Para a certificagdo da sensibilidade das cepas utilizadas, foi realizado testes
em quadriplicata em Agar Muller Hilton, inoculada sob as mesmas condicfes , porém
com a utilizacdo de um antibidtico sintético de disco de papel , para verificar a
formacédo de halo e a medida do mesmo, sendo que para a bactéria Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) o antibiotico comercial utilizado foi Penicilina, e para a cepa de

Escherichia coli (ATCC 25922) o antibiético testado foi Amoxicicilina.

Figura 20. Placas contendo antibi6tico comercial certificando a sensibilidade das
cepas utilizadas , a esquerda E.coli sensivel a Amoxicicilina, a direita S. aureus

sensivel a Penicilina.

Fonte: Autor
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As tabelas abaixo demonstram a média das medidas dos halos formados nos

tempo de 12, 18 e 24 horas, para as duas cepas testadas E. coli e S. aureus.

Tabela 3: Medi¢cdes de halos de sensibilidade durante 24 horas utilizando antibiotico

sintético.
Bactéria Leitura 12h Leitura 18h Leitura 24h
Staphylococcus 20,6 mm 21,0 mm 22,33mm
aureus
Escherichia coli 21,6 mm 23,0mm 24,0 mm

Fonte: Autor

O valores obtidos vao ao encontro as medidas padrdes de medicdo de halos

estabelecidas pelo EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing) que determinam valores de sensibilidade para Penicilina e Amoxicicilina

halos com tamanhos a partir 10mm sdo considerados sensiveis a droga testada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento da Extracdo da Quitosana

A tentativa de incrementacdo de compostos ao meio de cultivo se deu a partir
da necessidade de aumentar o rendimento de biomassa para sintetizacdo de
quitosana fungica, e uma das alternativas propostas neste trabalho é a adicdo de
subprodutos provenientes de processamento industrial que muitas vezes sdo sub-
utilizados pela falta de conhecimento da composicdo quimica, assim estudos vem
sendo desenvolvido para adiciona-los a processos fermentativos como fonte de
nutrientes para 0s microrganismos, € o caso da Milhocina um subproduto do milho e
o Glicerol um coproduto da producdo do biodiesel. Para a realizacdo deste
experimento submetemos duas cepas aos meios incrementados: a cepa de
Cunninghamella elegans CBMAI 0843 e a cepa Cunninghamella UFT-10B, os

rendimentos obtidos podem ser observados na Tabela 3 a seguir:

Tabela 4: Quantificacdo de rendimento de biomassa seca e rendimento obtido apds
extracdo da quitosana.

Rendimento Rendimento de

Cepa Utilizada Meio de Cultivo  biomassa seca (g/L) Quitosana (%)
Padrdo CBMAI 0843 YPD 2,810 1,050
MILHOCINA 2,610 1,122
GLICEROL 3,256 1,151
CEPA UFT-10B YPD 2,905 1,155
MILHOCINA 2,811 1,173
GLICEROL 3,994 1,270

Fonte: Autor

Pelos presentes quantitativos de rendimentos apresentados pode-se
observar que a cepa oriunda de solos Tocantinenses demonstrou ter rendimento
superior a cepa de referéncia, confirmando assim a necessidade de investimentos em

formas alternativas para producdo da quitosana. Outro aspecto bastante relevante &
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como a adicdo de outros componentes como a Milhocina e Glicerol aumentaram o
desempenho do resultado final da extragéo, sobressaindo —se o glicerol que conferiu
maior carater hidrofébico a biomassa durante o processo de extracdo, sendo assim o
Glicerol o que mais se destacou no panorama de rendimento desde a biomassa seca
ao produto final.

Nessa premissa, 0s resultados demonstrados por esse estudo sugerem que
a Cunninghamella sp. pode ser considerada uma fonte alternativa e vantajosa para a
extracdo de quitosana, entusiasmando a industria biotecnolégica incrementando nos
métodos avancados de fermentacao. Otimizar a producdo de quitosana em diferentes
meios é uma alternativa para implementar e fortalecer a producéo por estes isolados,
ja que os mesmos apresentaram bons rendimentos em meio comercial YPD.

Dos Santos et al (2013), também obteve valores significativos de biomassa
ao cultivar C. elegans (UCP/WFCC 0542) em em meio composto por Milhocina
obtendo um valor um pouco mais elevado que do presente estudo , chegando a ter

3,95¢/L por extracao realizada .

5.2 Grau Médio de Desacetilacao

Dado os volumes de reagentes utilizados e aplicando- se o calculo da segunda
derivada nos valores de pH conforme a equacao descrita anteriormente, verifica-se 0s
dois pontos de inflexdo (V1= 4,6 mL e V2= 7,2 mL) da titulagcdo, assim, o grau de
desacetilacdo da quitosana extraida do isolado 10 B. € de 83,7% e 80,5% para
quitosana obtida da cepa referéncia de Cunninghamella sp., apresentando —se dentro
dos limites comparados e especificados em outras literaturas. Em um trabalho
desenvolvido a quitosana obtida a partir de fungos da ordem Mucorales possuiam
grau de desacetilagéo variando entre 80 e 90% (STAMFORD et al., 2007; BERGER et
al., 2014).

A importancia de se determinar o grau medio de desacetilacdo da quitosana
produzida é que o valor obtido interfere diretamente na acdo da atividade
antibacteriana a qual é o objetivo deste trabalho , pois estudos realizados por CHO et
al., 2013 apontam que com o aumento do grau de desacetilacdo da quitosana , mais
intensa é, a sua acdo antibacteriana, justifica —se pois 0S seus grupos aminas
protonados séo capazes de se ligar aos grupos aniénicos das paredes celulares das

bactérias e consequentemente inibindo seu crescimento.
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Tradicionalmente as quitosana séo extraidas pelo processo de desacetilacao
com hidroxido a quente, com isso vale ressaltar que o controle para se obter o grau
de desacetilacdo desejado esta intrinsecamente relacionado as condicfes dos
métodos empregados durante a reagcdo como temperatura e concentracdo de
reagentes pode ser uma variavel determinante para uma extragdo com um grau de

desacetilagdo bem sucedida.

5.3 Ensaio com discos de Quitosana

Os biofilmes de quitosana/gelatina (BQG) foram preparados em diferentes
concentracfes conforme método descrito no item 4.4.1 foram cortados em circulos de
6mm de didmetro com o auxilio de uma ponteira previamente esterilizada, e assim os
ensaios foram montados, sendo que cada placa testada foram divididas em quatro
partes iguais sendo cada quadrante representado pelos respectivos titulos: Quadrante
A: Quitosana Comercial - Padrdo (1%) , B: Quitosana fungica (1%), C: Quitosana
fungica (2%), D: Quitosana fungica (3%).

Foram submetido aos testes placas semeadas com Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e, Escherichia coli (ATCC 25922) , contendo discos de quitosana
padrdo comercial e variando os discos conforme o meio a qual foi extraido : YPD,
Milhocina e Glicerol sintetizados por Cepa 10B e Cepa CBMAI 0843.

A maioria discos conferiram uma estrutura esférica e firme, porém alguns
discos com a proporcao a 1% tiveram tendéncia a dissolucao, principalmente os que
continham a adicdo de glicerol, o que pode ter relacdo com a composicdo quimica
emoliente agregado a ele. Na Figuras 21 é possivel observar os preparos dos discos
feitos no biofilme quitosana/ gelatina e nas Figuras 22 e 23 0 aspecto das placas

apos a montagem com insercao dos discos.

Figura 21. Aspecto do biofilme de gelatina

quitosana apods o corte dos discos.

Fonte: Autor
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Figura 22. Ensaios em placas de Petri usando estirpe de Escherichia coli:
Quadrante A: Quitosana Comercial - Padrdo (1%), B: Quitosana fangica (1%),
C: Quitosana fangica (2%), D: Quitosana fungica (3%). A esquerda sdo testes
utilizando Cepa Padrao, com variabilidade dos meios com adi¢éo de Glicerol (GLI) e
Milhocina (MIL), a direita utilizando a mesma cepa bacteriana e variacdo dos meios,
porém extraidos da Cepa UFT-10B.
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Fonte: Autor



Figura 23. Ensaios em placas de Petri usando estirpe de Staphylococcus
aureus: Quadrante A: Quitosana Comercial - Padrdo (1%), B: Quitosana fungica
(1%), C: Quitosana fangica (2%), D: Quitosana fungica (3%). A esquerda sdo
testes utilizando Cepa Padrdo, com variabilidade dos meios com adicao de
Glicerol (GLI) e Milhocina (MIL), a direita utilizando a mesma cepa bacteriana e
variacdo dos meios, porém extraidos da Cepa UFT-10B.

YPD-108
S.A

Fonte: Autor
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Apés a elaboracdo do ensaio, as placas forma submetidas a incubacdo em
estufa de crescimento bacteriolégico, e foram feitas as leituras de formacédo de halos
nos tempos de 12, 18 e 24 horas, a média das leituras dos halos podem ser

conferidas nas Tabelas 5, 6,7 e 8 apresentadas logo abaixo:

Tabela 5: Média de Leituras dos halos em (mm) formados utilizando quitosana
fungica da Cepa 10B — UFT em meio tradicional YPD e meios com adicdo de Glicerol
e Milhocina nos periodos de 12,18 e 24 horas na bactéria testada Escherichia coli ,
também foram testadas Quitosana Comercial a 1% como controle

Meio Proporcgéo Leitura Leitura Leitura
12h 18h 24h
YPD 1% 13,25 17,5 20,25
YPD 2% 12,5 17,0 19,25
YPD 3% 19,25 20,75 21,5
Quito.Comercial 1% 13,75 16,0 16,75
Glicerol 1% 9,3 9,6 10,3
Glicerol 2% 7,75 8,25 8,5
Glicerol 3% 9,25 13,25 14,25
Quito.Comercial 1% 13,75 15,25 15,75
Milhocina 1% 10,6 13,75 14,25
Milhocina 2% 9,6 13,0 16,25
Milhocina 3% 10,0 12,0 14,5
Quito.Comercial 1% 7,0 10,5 11,5

Fonte: Autor

Tabela 6: Média de Leituras dos halos em (mm) formados utilizando quitosana fangica
da Cepa Padrao em meio tradicional YPD e meios com adi¢ao de Glicerol e Milhocina
nos periodos de 12,18 e 24 horas na bactéria testada Escherichia coli , também
foram testadas Quitosana Comercial a 1% como controle

MEIO Proporcéao Leitura Leitura Leitura
12h 18h 24h
YPD 1% 11,25 12,5 13,25
YPD 2% 9,0 11,0 12,5
YPD 3% 7,25 11,62 12,5
Quito.Comercial 1% 11,0 11,0 16,75
Glicerol 1% 9,6 16,6 17,6
Glicerol 2% 10,0 11,75 12,75
Glicerol 3% 12,5 19,0 21,25
Quito.Comercial 1% 9,25 10,5 11,75
Milhocina 1% - 15,0 16,25
Milhocina 2% 9,0 15,5 17,0
Milhocina 3% 9,6 12,25 16,75
Quito.Comercial 1% 9,3 10,5 10,5

Fonte: Autor
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Tabela 7: Média de Leituras dos halos em (mm) formados utilizando quitosana
fungica da Cepa 10B - UFT em meio tradicional YPD e meios com adi¢éo de Glicerol
e Milhocina nos periodos de 12,18 e 24 horas na bactéria testada Staphylococcus
Aureus , também foram testadas Quitosana Comercial a 1% como controle

MEIO Proporcgéo Leitura Leitura Leitura
12h 18h 24h
YPD 1% 8,25 10,0 10,25
YPD 2% 13,75 14,5 14,75
YPD 3% 16,25 17,25 17,25
Quito.Comercial 1% 8,25 9,25 9,5
Glicerol 1% 8,0 10,75 13,25
Glicerol 2% 8,0 11,75 12,5
Glicerol 3% 9,25 12,75 13,25
Quito.Comercial 1% 8,25 9,75 10,25
Milhocina 1% 17,5 19,25 19,25
Milhocina 2% 18,25 19,5 19,5
Milhocina 3% 17,75 18,5 19,0
Quito.Comercial 1% 11,75 14,0 14,5

Fonte: Autor

Tabela 8: Média de Leituras dos halos em (mm) formados utilizando quitosana
fungica da Cepa Padrao em meio tradicional YPD e meios com adicdo de Glicerol e
Milhocina nos periodos de 12,18 e 24 horas na bactéria testada Staphylococcus
Aureus , também foram testadas Quitosana Comercial a 1% como controle

MEIO Proporcgéo Leitura Leitura Leitura
12h 18h 24h
YPD 1% 7,0 9,25 9,75
YPD 2% 15,75 16,75 17,5
YPD 3% 15,75 17,25 18,25
Quito.Comercial 1% 6,75 8,5 9,0
Glicerol 1% 10,0 11,0 11,5
Glicerol 2% 12,25 13,0 13,75
Glicerol 3% 15,0 15,25 16,75
Quito.Comercial 1% 7,0 9,5 9,5
Milhocina 1% 11,75 13,25 14,25
Milhocina 2% 11,25 13,5 15,0
Milhocina 3% 10,75 14,5 16,0
Quito.Comercial 1% 10,75 11,75 12,5

Fonte: Autor

Todos os tratamentos empregados tiveram a formacéo do halo de sensibilidade
variando entre 7,0 e 21 mm de tamanho, que € um indicativo de atividade
antibacteriana segundo a técnica de teste de disco difusdo demonstrando que a
quitosana possui atividade frente a bactérias. Nas Figuras 24 e 25 podemos observar
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0 aspecto das placas e formagdo dos halos nas cepas gram - positivas e gram -
negativas.

Figura 24: Aspectos das placas de Petri decorrido o tempo de crescimento da
bactéria Escherichia coli e a formacdo dos halos: Quadrante A: Quitosana
Comercial - Padrdo (1%), Quadrante B: Quitosana fungica (1%), Quadrante C:
Quitosana flungica (2%), Quadrante D: Quitosana fungica (3%). A esquerda s&o
testes utilizando Cepa Padréo, com variabilidade dos meios com adi¢cao de Glicerol
(GLI) e Milhocina (MIL), a direita utilizando a mesma cepa bacteriana e variacdo dos
meios, porém extraidos da Cepa UFT-10B

GLI-10B

1% E.C

Fonte: Autor
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Figura 25: Aspectos das placas de Petri decorrido o tempo de crescimento da
bactéria Staphylococcus aureus e a formacao dos halos: Quadrante A: Quitosana
Comercial - Padrédo (1%) ,Quadrante B: Quitosana fungica (1%), Quadrante C:
Quitosana fungica (2%), Quadrante D: Quitosana fangica (3%). A esquerda S&o
testes utilizando Cepa Padrdo, com variabilidade dos meios com adi¢cdo de Glicerol
(GLI) e Milhocina (MIL), a direita utilizando a mesma cepa bacteriana e variacdo dos
meios, porém extraidos da Cepa UFT-10B

Fonte: Autor



59

5.3.1 Analises de Dados

O conjunto de informagdes coletadas durante a realizagcdo dos ensaios foram
submetidos a andlise de variancia e correlacdo, e os dados obtidos foram
comparados pelo teste de Correlacdo Spermam Rank, graficos box-plot e Anélises de
componentes principais (ACP), utilizando o programa estatistico Statistica Release 6
da Starsoft™.

Para tais delineamentos neste estudo foi empregado métodos estatisticos ndo
paramétricos, no qual as variaveis de leitura de halos realizadas apresentou
correlagcéo inversa ( R=-0,161477 e p= 0,00133) com as cepas de Cunninghamela sp.
utilizadas. No boxplot apresentado na Figura 26 é possivel verificar que as maiores
medidas dos halos foi registrado pela Cepa 10B- UFT com medidas entre 13,5 a
15mm, enquanto a cepa Padrdo obteve halos entre 12 e 13 mm, e a quitosana
comercial teve uma maior variacdo de leituras porém com halos igual ou inferior as
demais cepas, ficando entre 11,0 e 13 mm. N&o ha diferencas significativas entre as
espécies E. coli e S. aureus de cepas utilizadas neste estudo, com relacdo a tamanho

do halo formado.

Figura 26: Boxplot de Correlagao inversa entre leitura dos halos e a cepa utilizada
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Fonte : Software Statistica Release 6 da Starsoft™.
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Outras varidveis como o a adicdo dos subprodutos ( Glicerol e Milhocina) ao
meio padrdo (YPD) foram analisadas, e estatisticamente hd uma correlacéo direta (R=
0,330039 e p= 0,00000) com o meio utilizado e o diametro dos halos apresentando
diferencas significativas, onde o meio com adicdo de Milhocina se mostrou mais
eficiente em relacdo ao meio YPD padrdo. JA o meio com adicdo de Glicerol é o
menos eficiente, registrando os menores valores de halos de sensibilidade como

representado na Figura 27:

Figura 27: Boxplot de Correlagéo direta entre meio utilizado e a leitura dos halos
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Fonte : Software Statistica Release 6 da Starsoft™.

Ha correlacdo direta entre tempo (h) e leitura (R= 0,319598 e p = 0,0000) o
gque estabelece a combinag&o entre o tempo do ensaio com a medida de leitura dos
halos, indicando que em meédia os maiores halos que apresentam diferencas
significativas entre si, foram percebidos nas leituras entre 18 e 24 horas de tempo

percorrido, conforme o grafico da Figura 28 abaixo:
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Figura 28: Boxplot de Correlacéo direta entre os tempos de leitura dos testes com o
aumento do halo
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Fonte : Software Statistica Release 6 da Starsoft™.

Com a finalidade de indicar em quais propor¢cdes a quitosana produzida
seria mais eficiente na atividade antibacteriana foram testadas trés diferentes
proporcdes (1%, 2% e 3%), também foram experimentadas duas cepas de
Cunninghamella sp , uma padréo e outra UFT 10 B.

No mesmo teste englobamos em todos os ensaios uma proporc¢éo “padrao “
de quitosana comercial a 1% como “controle “ para percepc¢ao do didmetro do halo, a
correlacdo estatistica inversa revelou que a Cepa 10B- UFT compds os melhores
desempenho em relacao a cepa Padrao na proporcéo de 2%.

A testagem com a Quitosana Padrdo nesta variavel ndo tem valor
considerado porque todas foram preparadas na mesma propor¢ao. A seguir (Figura
29) os graficos de correlacdo onde o valor de R=-0112687 e p = 0,00678:
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Figura 29: Boxplot de Correlagao direta entre as cepas utilizadas e a proporcao da

quitosana testada

2,2

| =

PROPORGAO (%)

0.8
10B - UFT QcC CBMAI 0843

CEPA

Fonte : Software Statistica Release 6 da Starsoft™.

Porém o maior diametro de halo medido foi percebido na proporcao a 3% com

a média de diametro de 15,5 conforme demonstrado na Figura 30:

Figura 30: Boxplot de Correlacéo entre as proporcdes de quitosana testada e a média

de leitura dos didametros dos halos
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Fonte : Software Statistica Release 6 da Starsoft™.
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Tendo as percepgbes das variaveis significativas neste experimento, foi
empregada outra andlise estatistica com o intuito de explicar a estrutura da variancia
e covariancia dos dados gerados neste estudo, o método empregado € a ACP —
Andlise dos Componentes principais, que trata —se de um técnica multivariada de
modelagem da estrutura de covariancia (HONGYU, 2015) .

Os dados obtidos pela técnica dos componentes principais, quatro fatores
extrairam 79,4% da variabilidade dos dados, Sendo que o fator um (01) compde
28,59% dos dados que é formado negativamente pela espécie, o fator dois (02)
representa 21,91% dos dados no qual é composto positivamente pela leitura dos
didmetros dos halos em milimetros. O fator trés é responséavel por 15,21 % dos dados
estando composto negativamente pelo tempo (h), ja o fator quatro (04) que compde
13,72% dos dados € composto negativamente pelo substrato inserido ao meio
(Glicerol e Milhocina).

Nas figuras 31, 32 e 33 é exposto os graficos que descrevem as analises
dos componentes principais abordado nesse estudo, o qual poderdo ser utilizados
como delineamento para selecédo de fatores para aplicacdo em estudos futuros dessa
natureza.

Figura 31: Demonstrativo de analise de componentes principais, representados pelo
Fator 01: Espécie e Fator 02: Leitura em mm dos halos
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Figura 32: Demonstrativo de andlise de componentes principais, representados pelo
Fator 01: Espécie e Fator 03: Tempo de execucéo do ensaio.
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Fonte : Software Statistica Release 6 da Starsoft™.

Figura 33: Demonstrativo de andlise de componentes principais, representados pelo
Fator 01: Espécie e Fator 04: Substrato inserido ao meio (Glicerol e Milhocina).
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6 CONCLUSAO

Este estudo nos permitiu reafirmar a sensibilidades de géneros bacterianos
frente & quitosana fangica, através dos testes de sensibilidade empregados nos
ensaios e com adicdo de subprodutos agricolas podemos otimizar o rendimento da
quitosana fungica e estabelecer a proporcdo da quantidade necessaria para haver
atividade antibacteriana.

Com as analises estatisticas podemos demonstrar que alguns fatores
influenciam no resultado dos experimentos, variaveis como 0 tempo e a cepa
empregada sao determinantes para o resultado final do bioproduto, também podemos
observar nesse estudo que as cepas bacterianas utilizadas nao tiveram diferencas
significativas entre elas.

Os resultados apontam a alta viabilidade das cepas de Cunninghamela UFT
10B para producdo de quitosana fungica de boa qualidade e de aplicabilidade
diversificada para o mercado biotecnoldgico, despertando a necessidade de
padronizar protocolos para extracdo em larga escala com intuito de torna-la atrativa
ao mercado.

A procura por implementos ao meio foi bem sucedida o que faz despertar
pesquisas complementares como a caracterizacdo estrutural dessa quitosana
implementada, a analise elementar com determinacdes de carbono, nitrogénio e
oxigénio, testar implementos ao biofilme de gelatina quitosana a fim de conferir maior
estabilidade estrutural e térmica ao biofilme.

Dos resultados deste trabalho podemos extrair dados que evidenciam a
relevancia da Cepa 10B — UFT, pois as maiores leituras de halos de sensibilidade
foram mensurados utilizando quitosana de sua fonte, na proporcéo a 2%. A adicdo da
suplementacdo de Milhocina incorporou positivamente o rendimento da biomassa, e o
tempo médio de ensaio deve ser entre 18 e 22 horas.

Estatisticamente ndo houve diferencas significativas entre as espécies E. coli
e S. aureus nas cepas utilizadas com relagéo ao tamanho do halo formado. Portanto a
quitosana apresentada neste trabalho expbs propriedades promissoras de interesse
da biotecnologia, mostrando-se uma alternativa na otimizacdo de processos

fermentativos envolvendo esse biopolimero.
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