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Cunningamella elegans (IFM 46109) COMO FONTE

DE QUITINA E QUITOSANA

Com a finalidade de avaliar a producgéo de quitina e quitosana por via microbiolégica utilizando-
se amostra de Cunninghamella elegans (IFM 46109), foram realizados ensaios de laboratdrio.
Durante o crescimento fungico foi realizada a determinagéo da biomassa, consumo de glicose,
consumo de nitrogénio e a variagdo do pH do meio. A massa micelial obtida foi liofilizada e
submetida ao processo de extragao de quitina e quitosana utilizando-se tratamento alcali-acido.
Os rendimentos de quitina e de quitosana na massa micelial de C. elegans mostraram-se
significativos, sendo de 23,84 e 7,8%, respectivamente. Os polissacarideos foram caracterizados
através de Espectroscopia por Infravermelho e, para quitosana, foi determinado o grau de
desacetilacao. Os resultados obtidos mostraram que os rendimentos na producao de quitina e
quitosana a partir do micélio de C. elegans apresentam valores equivalentes ou superiores aos
determinados com outros microrganismos e, bem como em crustaceos, que sao considerados
fontes mais tradicionais para producao de quitina e quitosana.
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In laboratory assays biomass of Cunninghamella elegans (IFM 46109) was studied to evaluate
the production of chitin and chitosan by microbiological process. During the fungi growth the
mycelium production, glucose and nitrogen consumption and pH of the medium were determinate.
Mycelial biomass was lyophilized and submitted to the polysaccharides extraction by alkali-acid
treatment. Chitin and chitosan yields were very significant, 23,84% and 7,8% respectively. The
polysaccharides were characterized by Infrared spectroscopy and for chitosan, was determined
the deacetilation degree. The mycelial biomass of C. elegans may be utilized for chitin and
chitosan production, showing equivalent or superior values compare to biomass of others
microorganisms, as well as, compared with crustaceous carapaces, which, are trade sources for
chitin and chitosan.
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A quitina € um polimero linear, natural, insoltvel, que
apresenta o mesmo tipo de unidade monomérica (3-1,4 N-
acetilglucosamina e, com excecao da celulose, é o polissacarideo
mais abundante e largamente distribuido, servindo como
elemento estrutural encontrado especialmente em animais
invertebrados e na parede celular de fungos (1,2). A quitosana é
derivada da N-deacetilagao da quitina, podendo o grupo N-acetil
sofrer varios graus de deacetilacao, gerando assim diversos
derivados da quitosana (3-5).

Em funcado do amplo campo de aplicacao da quitina e da
quitosana, estes polissacarideos tém sido extensivamente estudados
na atualidade (6,7). A fonte tradicional para obtencao de quitina é
o exoesqueleto de crustaceos, contudo, existem vérias limitacoes
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em relacdo a utilizacdo destes animais, como sejam: a adaptacédo
ao clima, os locais de confinamento e o processamento em larga
escala associado com a conversao quimica de quitina em quitosana,
que limitam a viabilidade do processo de obtencao destes
polissacarideos (8-10). Muitas alternativas industriais de fontes de
quitina tém sido propostas (11). Recentes avancos na tecnologia
das fermentacbes sugerem o cultivo em larga escala de
microrganismos que contenham quitina e quitosana como fonte
alternativa para obtencao desses polimeros (12-15).

A quitina e a quitosana apresentam propriedades peculiares,
podendo ser utilizadas com sucesso em uma grande variedade
de aplicagbes, tais como na remocao e recuperacao de diferentes
residuos, na biotransformacao de pesticidas, na degradacéao de
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corantes, aminoacidos e proteinas (16-18). A quitosana pode
ainda ser utilizada como clareador em sucos e na produgao de
filmes biodegradaveis para fabricagdo de embalagens e
cosmeéticos (19,20).

Os Zygomycetes constituem uma classe que pertence a
divisdo Zygomycotina do Reino Fungi, Ordem Mucorales,
encontrando-se dentro desta classe a Familia
Cunninghamellaceae (9,10,21). A maioria dos fungos contém
quitina em suas paredes celulares. No entanto, a Ordem
Mucolares é a classe que apresenta maior quantidade de quitina
e quitosana em suas paredes celulares, inclusive determinando
um carater significativo na sua classificacao filogenética e
taxonémica (1,13-15,22).

0 objetivo do presente estudo foi examinar a capacidade de
producao de quitina e quitosana por Cunninghamella elegans e
caracterizar fisico-quimicamente estes polissacarideos.

Materiais e Métodos

Microrganismo: utilizou-se amostra de Cunninghamella elegans
(IFM 46109), gentilmente cedida pelo Research Center for
Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Japao, pertencente
ao Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais - NPCIAMB -
Universidade Catdlica de Pernambuco - UNICAP.

Meios de cultura: para manutencdo da amostra BDA (Batata
Dextrose Agar) e para o cultivo em batelada foi utilizado o meio
descrito por Andrade et al.(1) com a seguinte composigao: glicose
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Figura 1. Descricao esquematica da extracao de quitina
e quitosana segundo método descrito por Synowiecky;
Al-Khateeb (1997)

(60,0g); asparagina (3,0g); tiamina (0,08mg); sulfato de
magnésio (0,25g); fosfato de potassio monobasico (0,5g), agua
(1L), pH 5,12.

Condicoes de Cultivo: partindo-se de cultura monospérica da
amostra, foi realizada a padronizagao de inéculo através de contagem
de esporos em hematocitdmetro na concentracéo final de 10°
esporos/mL em frascos Erlenmeyers de 250mL contendo 50mL do
meio descrito para cultivo em batelada. Procedeu-se incubacao a
28°C durante 96 horas, sob agitagao orbital de 150rpm. Aliquotas
foram retiradas a cada 12 horas e filtradas em membrana de nylon,
e a biomassa foi submetida ao processo de liofilizacao para
acompanhamento do crescimento e extragao de quitina e quitosana.
Durante o cultivo foi acompanhado o consumo de glicose, consumo
de nitrogénio e determinado o pH no liquido metabdlico.
Consumo de glicose: foi utilizado método enzimatico colorimétrico
(Lab-Test), sendo realizada uma curva padrao com solucéo de
glicose (0,5 - 5,0g/mL). As leituras foram efetuadas em
espectrofotémetro digital (Spectronic Mod. Genesys 2).
Proteinas totais: foi determinado utilizando-se método
colorimétrico (Lab Test), com solucéo padrao BSA (albumina de
soro bovino) variando a faixa de concentracao variando entre
1,0 e 4,0g/dl. A absorbéancia foi determinada a 545nm.
Determinacdo do pH: foi realizado por potenciometria
(Potenciometro digital Quimis Mod. 400 A).

Extragdo de quitina e quitosana: a quitina e quitosana foram
extraidas a partir da massa micelial liofilizada de C. elegans
(IFM 46109) de acordo com método descrito por Synowiecky;
Al-Khateeb (13) (Figura 1). O processo envolve desproteinizagao
por hidréxido de sédio 2% (p/v), seguida de centrifugacao,
hidrélise &cida com &cido acético 10% (v/v), para obtengéo de
quitosana e lavagens sucessivas com etanol e acetona para
precipitacao dos polissacarideos.

Caracterizacdo de quitina e quitosana

Espectroscopia de infravermelho: a quitina e a quitosana extraidas
da massa micelial de C. elegans, assim como a quitina e quitosana
padrao (Sigma) foram submetidas a espectroscopia de infravermelho,
em pastilhas de KBr, utilizando-se espectrofotometro com
transformada de Fourier (FTIR), BRUKER Mod. IFS 66.
Determinagao do grau de desacetilagao (DD%): foi determinado
pelo método de titulagao descrito por Toei; Kohara (23). Realizou-
se a dissolucdo de quitosana em acido férmico 5% (v/v), e
sucessiva mistura dessa solugdo com agua destilada, e adigdo
de 2 a 3 gotas de azul de toluidina 0,1% (indicador). A solucao
final foi titulada com n/400 polivinil sulfato de potassio (PVSK)
calibrado com cloreto de cetilpiridinina monohidratado. O grau
de desacetilacao é determinado pela féormula:

DD(%) = [ X/161 (x/161 + Y /203)] x 100
Onde: X = 1/400 x 1/1000 x fx 161 x V
Y=0,5x1/100 - X

V = Volume de titulacdo pelo n/400 PVSK; f = Fator de solugao
do n/400 PVSK
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Resultados e Discussao

Perfil de crescimento

A analise das aliquotas coletadas ao longo do crescimento de C.
elegans (IFM 46109) durante 96 horas, foi utilizada para a
construgao do perfil de crescimento. Os resultados apresentados na
Figura 2 evidenciam maior producdo de biomassa com 96 horas de
crescimento, onde se observa peso de matéria seca correspondente
a 11,6g/L. Os dados fornecidos por Andrade et al. (1) e Carvalho
(9) em relagdo a producado de massa micelial por C. elegans
demonstraram rendimentos em torno de 11,0 e 13g/L,
respectivamente, corroborando com os resultados aqui encontrados.
Contudo, Amorim, et al (14) reportam rendimento de 2,5g/100mL
para C. elegans crescida em meio YDP com 90 horas.

Rast et al. (24) utilizando amostra de Mucor rouxii, obtiveram
uma producao de 7,0g/L; Synowieck; Al-Khateeb (13) utilizando
0 mesmo microrganismo, relataram rendimentos de biomassa
em torno de 4,0g/L ap6s 48 horas de crescimento, apresentando
resultados muito inferiores aos descritos neste trabalho.

O comportamento das curvas em relagao ao consumo das
fontes de glicose e nitrogénio por C. elegans (IFM 46109) durante
o crescimento (Figura 2) mostram um decréscimo sucessivo nas
concentragbes no decorrer das 96 horas de incubacao,
caracterizando a utilizagcdo dos substratos pelo microrganismo.
Ao final do processo fermentativo observa-se a presenca de glicose
remanescente em média de 8,0g/L, significando um excesso de
fonte de carbono, enquanto o nitrogénio foi consumido totalmente.
Estes resultados sao semelhantes aos obtidos por Andrade et al
(1). Carvalho (9) e Amorim et al (14) relatam a presenca de
glicose e proteina remanescente apds 96 horas de cultivo da C.
elegans em meio YDP, provavelmente devido a compostos
nitrogenados resultantes do metabolismo secundario.

O comportamento do pH no decorrer do periodo de 96 horas
de cultivo demonstra discreta oscilacdo, apresentando valores
aproximadamente constantes na faixa de 4,0 a 5,0. O pH
permanece constante na fase “lag” e diminui durante a fase
“exponencial”, provavelmente, devido a formagdo de acido
pirGvico decorrente da alta concentracéo de glicose (6%) no meio
de cultura. Estes resultados diferem dos encontrados por Carvalho
(9) que observou oscilagcdo de pH entre 4 e 7, com carater
proximo da neutralidade, possivelmente por causa da baixa
concentracao de glicose (1%) no meio de cultivo. Por outro lado,
Amorim et al (14) reportam queda do pH nas primeiras 24h de
cultivo da C. elegans, permanecendo em torno de pH 3-4 durante
as 96 h de cultivo, devido a alta troca metabdlica com os
substratos do meio e liberagdo de ions da célula fingica.

De modo semelhante aos resultados obtidos nesta pesquisa,
Synowieck; Al-Khateeb (13), quando avaliaram o comportamento
de pH durante o cultivo de Mucor rouxii, relataram valores entre
4,1 e 4,5 ap6s 96 horas de cultivo.

Producéo de quitina e quitosana

A Figura 3 apresenta os rendimentos de quitina e quitosana
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extraidas a partir de micélio seco de C. elegans (IFM 46109),
onde os valores percentuais médios obtidos foram de 23,8 e
7,8% para quitina e quitosana, respectivamente, com grau de
deacetilagdo da quitosana em torno de 80%. Estes resultados
estdo de acordo com Andrade et al (1) que prop0s C. elegans
como sendo uma promissora fonte de quitina, obtendo rendimento
em torno de 23,8%. Entretanto, Carvalho (9), utilizando C.
elegans como fonte de quitina para aplicacao em reabilitacao de
lesdes cutaneas, obtive valores inferiores (19,3%) em relagao
aos dados aqui evidenciados.

Os resultados de producao de quitosana obtidos neste trabalho
sao semelhantes aos descritos por Knorr (25) e Synowieck; Al-
Khateeb (13), obtiveram um rendimento em torno de 9% e 7,3%,
respectivamente, de quitosana a partir de biomassa de Mucor
rouxii, embora, curiosamente, nos mesmos estudos os
rendimentos de quitina apresentados mostraram-se muito
inferiores, sendo de 8,9%. Andrade et al (15) reportam um
rendimento méaximo de quitina por Mucor javanicus de 23,9%.
Chung et al. (8) investigando o processo de producao de quitina
e quitosana por via microbioldgica, demonstraram que o contetido
destes polissacarideos na parede celular de fungos varia de acordo
com as espécies utilizadas e que este conteldo é geralmente
maior em Zygomycetes.

Caracterizagdo de quitina e quitosana

A analise dos espectros de infravermelho (Figura 4) referentes
a quitina e quitosana, obtidas pela biomassa de C. elegans, assim
como os espectros referentes as amostras padroes (sigma) sdo
similares aos reportados na literatura (8,9). As regides mais
significativas dos espectros sao aquelas que revelam bandas
amida em 1665, 1555 e 1313cm! as quais mostram dicroismo
perpendicular atribuido, respectivamente, a interacao de
acoplamento com C=0, a deformacao de N- H no plano CONH
e a ligagdao CN com deslocamento de CH,.

As caracteristicas mais importantes para a quitina obtida a
partir de micélio de C. elegans (IFM 46109) foram as bandas
amida proximas de 1153, 1378 e 1558 cm!, e para a quitina
padrao (Sigma) foram as bandas 1158, 1378 e 1558 cm'!.

Em relacdo a quitosana microbiolégica, as principais bandas
caracteristicas evidenciadas foram 1284, 1386 e 1513 e para
a quitosana Sigma utilizada como padrao 1285, 1385 e 1513.
Estes dados estao condizentes com os encontrados na literatura
quando se comparam com os espectros de infravermelho, tanto
para a quitina e quitosana obtidas por via microbioldgica, e bem
como para os polissacarideos obtidos a partir de crustaceos, que
sao consideradas as fontes mais tradicionais para obtencéo de
quitina e quitosana (1,13).

Conclusoes

1. A massa micelial de C. elegans (IFM 46109) pode ser
considerada uma fonte alternativa para obtencao de quitina e
quitosana;
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2.0s polissacarideos obtidos apresentam caracteristicas fisico-
quimicas similares as da quitina e da quitosana obtidas de
carapacas de crustaceos, utilizadas como padrao;

3. O rendimento de quitina extraida a partir da biomassa de C.
elegans (IFM 46109) foi maior que o de quitosana.

4. A quitosana obtida a partir da biomassa de C. elegans (IFM

46109) apresenta alto grau de pureza
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