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RESUMO

Foram testados trés amostras de Rhizopus stolonifer UCP1300, R. microsporus
UCP1304, R. arrhizus UCP1295, isoladas de solos da caatinga do Nordeste<Brasil,
avaliando o potencial biotecnolégico na producdo de glicosfingolipideos, quitina,
quitosana. As investigacdes realizadas com Rhizopus stolonifer e R. microsporus
utilizando fontes convencionais demonstram a presenca de uma nova biomolécula
caracterizada como monohexosilceramidas (CMHs), um glicoesfingolipideo altamente
conservado, sugerindo que desempenha varios processos celulares, principalmente,
no crescimento, na diferenciacdo e na transicdo morfoldgica. Os ensaios de atividade
antimicrobiana da CMH foram avaliados contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas pelo teste de difusdo em &gar, observando--se efeitos bactericidas para
bactérias Gram positiva e negativa. Contudo, a atividade anti-bacteriana foi observada
apenas para bactérias Gram negativa. Observou-se ainda, que a viabilidade das
células que formam a estrutura do biofilme, sendo os resultados obtidos inéditos. E
ainda, a CMH isolado de R. microsporus foi capaz de inibir a formacéo de biofilme de
bactéria Stafilococcus aureus (MRSA) em todos os parametros testados. A producgéo
dos copolimeros de quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus UCP 1295 foi
investigada utilizando o efluente da industria de doces e sucos de milhocina com
substratos alternativos e de baixo custo. O fungo foi cultivado em diferentes
concentracdes dos residuos e diferentes valores de pH, de acordo com o
planejamento fatorial 23. A biomassa obtida foi liofilizada e submetida ao tratamento
alcalino-acido para obtencdo de quitina e quitosana. Os polissacarideos foram
caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho. Observou-se que a
maior producdo de biomassa (14,119 / L) foi obtida no teste 6 (8% efluente industrial,
5% milhocina e pH 5). No entanto, o maior rendimento de quitosana (23,91 mg / g) foi
maior em quitosana (16,93 mg / g) no ensaio 3 (4% de efluente industrial, 0% de
cornolina e pH 7) obtido no teste 1 (4% de efluente industrial, 0% de milhocina e pH 5).
Os polissacarideos quitina e quitosana tiveram um grau de acetilagdo de 86% e um
grau de desacetilagdo de 71,4%, respectivamente. A producdo promissora de quitina e
quitosana basearam-se na conversdo do residuo industrial de doces, como substrato
renovavel e alternativo, com perspectivas industriais, considerando o baixo custo de
producdo e a qualidade do bioproduto. Os estudos realizados com as linhagens de
Rhizopus stolonifer UCP1300, R. microsporus UCP1304, R. arrhizus UCP1295,
indicaram elevado potencial biotecnolégico, demonstrando promissora atividade
antibacteriana, com aplicabilidade para a industria farmaceutica.

Palavras-chaves: Monohexosilceramidas; Atividade antibacteriana, Biofilme;
Residuos agroindustriais; Co-polimeros.



ABSTRACT

Three samples of Rhizopus stolonifer UCP1300, R. microsporus UCP1304, R. arrhizus
UCP1295, isolated from caatinga soils of Northeastern Brazil, were evaluated,
evaluating the biotechnological potential in the production of glycosphingolipids, chitin
and chitosan. The investigations carried out with Rhizopus stolonifer and R.
microsporus sources in the MOS demonstrated the presence of a new biomolecule
characterized as monohexosilceramides (CMHs), a highly conserved
glycosphingolipideo, suggesting that the several cellular forms, mainly, without growth,
in the differentiation and in the change morphological. The antimicrobial activity assays
of HCM were evaluated by Gram-positive and Gram-negative by the diffusion test in
agar, observing the bacteria positive for Gram positive and negative. However, an
antibacterial activity was performed only for Gram negative bacteria. It was also
observed that the viability of the cells form the structure of the biofilm, being the results
of the unpublished. And a CMH isolated from R. microsporus was able to inhibit the
biofilm formation of bacteria Staphylococcus aureus (MRSA) in all parameters tested.
The production of the chitin and chitosan copolymers by Rhizopus arrhizus UCP 1295
was investigated using the effluent from the millet juice and juice industry with
alternative and low cost substrates. The biomass obtained was lyophilized and
subjected to alkaline-acid treatment to obtain chitin and chitosan. The polysaccharides
were characterized by spectroscopy in the infrared region. It was observed that the
highest production of biomass (14,119 / L) was produced without test 6 (8% industrial
effluent, 5% corncine and pH 5). However, the highest yield of chitosan (23.91 mg / g)
was higher in chitosan (16.93 mg / g) without test 3 (4% industrial effluent, 0% corn and
pH 7). test 1 (4% industrial effluent, 0% corncine and pH 5). The chitin and chitosan
polysaccharides have a degree of acetylation of 86% and a degree of deacetylation of
71.4%, respectively. The production of chitin and chitosan is based on the conversion
of the sweet industrial product into the renewable and alternative substrate, into
industrial production, production and product quality. The studies carried out with the
strains of Rhizopus stolonifer UCP1300, R. microsporus UCP1304, R. arrhizus
UCP1295, indicated potential of biotechnological growth, demonstrated promising
antibacterial activity and applicability in the pharmaceutical industry.

Key-words: Monohexosilceramides; Antibacterial activity, Biofilm; Agroindustrial
wastes; Co-polymers, Bioremediation; Tensoativos; Bioemulsifier
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1. INTRODUCAO

A diversidade microbiana representa uma fonte importante de recursos
genéticos para o avanc¢o da biologia e biotecnologia. Estudos realizados em ecologia
molecular microbiana mostram a ampla extensdo da diversidade microbiana na
natureza. Isolamento e selecdo de micro-organismo tém garantido o desenvolvimento
de novos farmacos e aplicagbes nas areas de saulde, agricultura, inddstria e meio
ambiente. Com as novas tecnologias envolvendo bioinformatica e biologia molecular, €
possivel a caracterizacdo e descobertas de novos genes, enzimas, metabdlitos,
bioativos e farmacos, a partir da clonagem direta de DNA de amostra ambientais, com
isso, novas estratégias de selecéo e triagem de novos produtos tem sido realizado a
partir do conhecimento da gendmica e expressdo génica de organismos diversos
(DURAN et al., 2010; PASTORE; MACEDO, 2010;).

Os fungos da ordem Mucorales sdo comumente encontrados no solo como
saprobios e decomposicdo de matéria organica em todo o mundo. No Brasil esses
fungos sdo amplamente encontrados na regido nordeste em ecossistemas aridos e
semi-aridos, como a Caatinga, que é um dominio exclusivamente brasileiro na regiao
semi-arida do Brasil. Algumas espécies tém sido descritos como agentes de infec¢des
sisttmicas em humanos, especialmente pacientes imunocomprometidos (DE
AZEVEDO SANTIAGO, 2016; DOS SANTOS; MAIA, 2013). As espécies de Rhizopus
apresentam alta frequéncia e distribuicdo em solos da Caatinga no nordeste brasileiro.
Pouco se sabe sobre os glicoconjugados da parede celular da espécie Rhizopus e
consequentemente a sua funcdo na célula fungica e em sua interagdo com 0 meio
ambiente (LIMA; DE AZEVEDO SANTIAGO; DE SOUZA MOTTA, 2016).

Os glicoesfingolipidios fazem parte dos dominios de membrana resistente a
acao de detergentes (BRIOLAY et al., 2009) e estdo envolvidos na patogenicidade de
algumas espécies fangicas (NIMRICHTER et al., 2005). Estudos demonstram que 0s
glicolipidios apresentam propriedades  antifungicas e antimicrobianas
(KULAKOVSKAYA et al.,, 2009). Em células fudngicas, as monohexosilceramida
(CMHs) tém sido caracterizadas como moléculas bioativas com algumas fungdes
distintas. Por exemplo, monohexosilceramidas de Magnaporthe grisea, um
fitopatégeno, produz um elicitado ativo que causa uma resposta de hipersensibilidade
em arroz. Essas moléculas induzem a acumulacdo de compostos antimicrobianos,

morte celular, expressao de proteinas relacionadas a patogénese em folhas de arroz e
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protege as plantas de arroz contra infec¢des fungicas. (KOGA et al. 1998; UNEMURA
et al. 2000).

Desta forma, é descrito que os CMHs apresentam caracteristicas estruturais
Unicas, e nos fangicos tém uma distribuicdo subcelular peculiar e propriedades
biolégicas marcantes. Estudos realizados com Pseudallescheria boydii, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus nidulans, A. fumigatus e
Schizophyllum commune, sugerem que as CMHs estdo aparentemente envolvidas em
transicdes morfolégicas e crescimento. Os autores sugerem que a elucidacdo dos
aspectos estruturais e funcionais dos cerebrosideos fungicos pode, portanto, contribuir
para o planejamento de novos agentes antifungicos que inibam o crescimento e a
diferenciacao de espécies patogénicas (BARRETO-BERGTER; PINTO; RODRIGUES,
2004).

Algumas ceramidas apresentam  atividade  citotdxica, antifingica,
antimicrobiana e também imunomodulatéria, favorecendo o estabelecimento da
infeccdo, no caso de micro-organismos patogénicos, ou a colonizagdo de novos
ambientes, no caso de espécies saprofitas (WU et al., 2009). O estudo de moléculas
lipidicas (cerebrosidios, fitofosfoesfingolipidios) com atividade antimicrobiana tem sido
feito através da extracdo dessas moléculas principalmente de plantas (CATENI, et al.,
2003; CHEN et al.,, 2003; WU et al.,, 2009). Essas moléculas também tém sido
encontradas em micro-organismos, como por exemplo, em fungos, onde possuem um
papel na regulacdo do crescimento microbiano (SHU et al., 2004; DERENGOWSKI et
al., 2009).

As monohexosilceramidas (CMHSs) sao glicoesfingolipideos fangicos altamente
conservados com modificagfes estruturais de suas porc¢des de ceramida que incluem
diferentes locais de 1lnstauragcdo, bem como o comprimento variavel de residuos de
acidos graxos (PINTO et al.,2002) CMHs apresentam diversas funcdes na célula
fungica, como crescimento e transicdo morfolégica em Cryptococcus neoformans,
Pseudallescheria boydii, Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Collectotrichum
gloeosporioides (BARRETO-BERGTER; PINTO; RODRIGUES, 2004). Além disso, foi
observado em C. neoformans e Fusarium graminearum a importdncia do CMH na
promocao da tolerancia alcalina in vitro devido ao envolvimento da CMH na regulacao
dos dominios lipidicos fangicos da membrana que levam a redistribuicdo de CMH na
membrana em ambiente alcalino (RODRIGUES et al., 2000) A CMH também interage
com as defensinas isoladas de insetos e plantas. De vérias estudos tém mostrado que
a CHM desempenha um papel essencial no controle da viruléncia fangica
(RAMAMOORTHY et al., 2009; SAITO et al.,, 2006). Alguns glicoesfingolipideos
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apresentam  agentes  citotoxicos, antimicrobianos e também  atividade
imunomoduladora, favorecendo a infeccdo e / ou colonizacdo de novos ambientes.
Estudos sobre estas moléculas lipidicas com atividade antimicrobiana foram feito
extraindo estas moléculas de plantas e micro-organismos, como fungos, onde eles
desempenham um papel na regulacdo do crescimento microbiano (CATENI et al.,
2003; WU et al., 2009).

As doencas infecciosas bacterianas séo altamente prevalentes em doengas
tropicais e em desenvolvimento. Paises como o Brasil, os individuos afetados séo
principalmente pacientes hospitalizados e / ou imunossuprimidos. O Staphylococcus
aureus é uma das bactérias mais frequentemente encontradas como agente etiolégico
das infec¢gBes nosocomiais associadas a producado de biofilme em implantes médicos,
além de sua alta capacidade de adquirir resisténcia, resultando taxas de falha
terapéutica. Além disso, varias bactérias ambientais, como Pseudomonas stutzeri e
Micrococcus luteus surgiram como patdégenos oportunistas devido ao aumento do
namero de individuos imunossuprimidos por tratamento imunossupressor apdés o
transplante, infecgdo pelo HIV ou cancer (RODRIGUEZ-ROJAS; MAKAROVA; ROLFF,
2014; LIMA-E-SILVA et al., 2017).

O biopolimeros quitosana, devido a presen¢a do grupamento amina em sua
estrutura molecular, tem apresentado uma vasta possibilidade de aplicacdes
biotecnoldgicas. Na area biomédica tem sido descritas como um novo composto
antibacteriano (BALAN; VERESTIUC, 2014), na induastrias alimenticia para a
fabricacéo de biofilmes como embalagem de alimentos, para evitar o crescimento e o
acumulo de bactérias (VAN DEN BROEK et al., 2015), também processos ambientais
para o tratamento de efluentes na remocdo de metais pesados e corantes téxteis a
quitosana é considerada um dos materiais mais promissores e aplicaveis em
aplicacdes de adsorcdo (KYZAS; BIKIARIS, 2015; ACIKEL; GOZE, 2017).

A quitosana tem sido obtida a partir da quitina, por meio do processo
desacetilacdo com élcalis ou enzimas. A quitina é o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza, perdendo apenas para a celulose. E encontrada em maior
qguantidade na carapaga de crustaceos e exoesqueleto de insetos. (PAIVA, WESLLEY
DE SOUZA; SOUZA NETO, FRANCISCO ERNESTO; BATISTA, 2014).

A producgéo de quitina e quitosana, a partir da biomassa micelial de fungos da
classe dos Zygomicetes, também tem sido colocada uma alternativa sustentavel uma
vez que estes fungos podem ser cultivados em ambientes controlados e n&o sujeitos a
influencia sazonais climaticos (BATISTA et al., 2013; PARANETHARAN et al., 2018).
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As pesquisas sobre producado quitina e quitosana por fungos demonstram que
estes micro-organismos possuem um grande potencial na producdo destes compostos
presentes na perede celular (MAHATA et al., 2014), Contudo, os fungos filamentosos
tém sido pouco explorados, embora alguns estudos relatem como no caso do grupo
Mucorales elevado potencial de producdo de glicopolissacaridos como a quitina e
quitosana (BERGER et al.,, 2014; SOUZA et al.,, 2018). Assim, a bioprospeccéo de
fungos para a producéo de quitina e quitosana assim por isolados Rhizopus spp pode
proporcionar a descoberta de novas linhagens com potencial producdo destas

biomoléculas de interesse industrial.

Caracteristicas importantes destes polissacarideos reforcam a necessidade de
mais pesquisas voltadas para sua utilizagdo, como biodegradabilidade,
biocompatibilidade e baixa toxicidade. Assim, cada vez mais se deve investir em
pesquisas com quitina e quitosana com o intuito de propiciar melhor qualidade de vida
utilizando materiais naturais e sem agressdo ao meio ambiente (DIAS et al., 2013;
SOUZA et al., 2018).

As  monohexosilceramidas (CMHs) podem estar envolvidas na
imunopatogénese da infec¢do, tornado-se essa molécula de grande importancia para
0 esclarecimento da viruléncia de determinadas espécies de fungos e bactérias e para
o desenvolvimento de formas mais eficientes de tratamento e controle dessas
infeccdes. Desta forma, muitos trabalhos tém caracterizado componentes antigénicos
especificos para varios fungos patogénicos (LOYD, BITOON, 1971; PINTO et al. 2001,
PINTO et al. 2005, CALIXTO et al. 2010, LOPES et al. 2010). O mesmo se déa para a
quitina e quitosana que nos ultimos anos vem sendo muito utilizada na inddstria
farmacéutica, como controle biolégico de parasitas, cicatrizacédo de feridas, inibicdo de

tumores, agentes antibacterianos e antifungicos (SOUZA et al.,, 2018).

Devido a pouco ou nenhum relato da literatura, sobre a importancia das
CMHs dos fungos do género Rhizopus, o presente trabalho propds a fazer uma
contribuicdo para melhor conhecimento desses glicoesfingolideos presentes na
parede celular, comparando com aquelas identificadas em fungos saprofitos e
patogénica. Nesse contexto, foi caracterizado as CMHs a partir de duas
espécies de Rhizopus, R. stolonifer e R. microsporus, e avaliar a capacidade
destes glicoesfingolipideos fungicos altamente conservados para inibir o
crescimento ou matar quatro espécies bacterianas (Burkholderia térrea,
Pseudomonas stutzeri, Escherichia coli, Stafilococcus aureus (MRSA). A

influéncia de ambos Rhizopus CMHs em S. aureus resistente a meticilina
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(MRSA) formacéo de biofilme também foi estudada. Espécies de Rhizopus sp.
também foram isoladas e caracterizadas para investigagdo do potencial
biotecnolégico na producdo de quitina e quitosana utilizando residuos

agroindustriais.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Investigar o potencial biotecnologico de novas linhagens de Rhizopus
stolonifer UCP1300, R. microsporus UCP130 na producao de
glicohexosilceramidas e R. arrhizus UCP1295 na producdo de quitina e

quitosana.

1.2.2 Objetivos Especificos

> lsolar, purificar e caracterizar o0s glicoesfingolipideos  fangicos
(monohexosilceramidas) de Rhizopus, R. stolonifer e R. microsporus, como
agente de inibicdo de crescimento bacteriano.

» Avaliar a monohexosilceramida como agente de inibicAo de crescimento
bacteriano.

» Investigar a influéncia das estipes dos Rhizopus produtores da
monohexosilceramida na formacdo de biofime de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA).

» Avaliar a producdo de quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus empregando
como substratos alternativos o efluente da industria de doces e do
processamento do milho.

» Investigar os efeitos e interacbes das varidveis independentes pH,
concentracdo de efluente industrial e concentracdo de milhocina utilizando um
planejamento fatorial, visando a maximizacdo da producdo de quitina e
guitosana por Rhizopus arrhizus.

» Realizar a caracterizacéo fisico-quimica do grau de desacetilagdo da quitosana
produzida por Rhizopus arrhizus com uso da espectroscopia de raio

infravermelho — IR.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Caatinga

A Caatinga € uma das maiores e mais distintas regides fitogeograficas
brasileiras, compreendendo uma &area aproximada de 734.478 Km?, o que
representa cerca de 70% da regido Nordeste e 11% do territério nacional
(SILVA; COELHO; SILVA, 2015).

O nome “caatinga” é de origem Tupi-Guarani e significa floresta branca,
que certamente caracteriza bem o aspecto da vegetacdo na estacdo seca,
quando as folhas caem (Prado, 2003). A flora deste bioma faz parte da flora
brasileira e abrange no aspecto fitogeografico seis estados (Sergipe, Alagoas,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara), oeste e sudoeste do
Piaui e Nordeste da Bahia (PRADO, 2003; GORLACHLIRA; COUTINHO,
2007).

A Caatinga € um tipo de formagédo vegetal com caracteristicas bem
definidas: arvores baixas e arbustos que, em geral, perdem as folhas na
estacdo das secas, além de muitas cactaceas, que tém estruturas adaptadas
para armazenamento de agua. Sua paisagem é formada por arvores de troncos
tortuosos, recobertos por cortica e espinhos. As raizes cobrem a superficie do
solo, para capturar o maximo de agua durante as chuvas leves. Algumas das
espécies mais comuns sao: a umburana, a aroeira, o umbu, a baralna
(bratna), a manigoba, a macambira, o mandacaru, o xiquexique, o faceiro e
juazeiro (GORLACH-LIRA; COUTINHO, 2007; ARAUJO, 2011).

A regido das caatingas, a “Hamadryades, -flora nordestina-” de Martius,
ou como chamada na lingua indigena -Mata Branca-, por apresentar-se sem
folnas e com aspecto seco a maior parte do ano, ocupa cerca de 10% do
territdrio nacional, estendendo-se por areas desde o Piaui até o norte de Minas
Gerais, caracterizando-se por formacgfes vegetais complexas, com predominio
de arvores e arbustos deciduos, diversas suculentas (entre as quais podemos
citar as cactaceas), as bromelidceas, as euforbiaceas e as leguminosas
(ARAUJO FILHO, 2011) .
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A caatinga ocorre em sua maior parte na area do semiarido nordestino,
cujos solos variam de uma maneira geral, de extremamente rasos a
moderadamente profundos. Comumente, nos cumes e nas encostas das
colinas ndo resta mais solo e a rocha indecomposta esta completamente
descoberta. No conjunto, os solos do semiarido sdo de pouca fertilidade, se
considerados os atributos geoldgicos de intemperismo (ARAUJO, 2011; SILVA;
COELHO; SILVA, 2015).

As condi¢cdes ambientais adversas que caracterizam a regido semi-arida
da Caatinga, tais como temperaturas extremas, solos marcadamente argilosos
e pedregosos, a baixa humidade, escassez de recursos hidricos, que levam a
periodos prolongados de seca possuem influenciar desfavoravelmente a
atividade de micro-organismos no solo (GORLACH-LIRA; COUTINHO, 2007;
SCHIMEL, 1995). Segundo Silva (2015) e seus colabodores, a populacdo
microbiana que habita os solos da Caatinga desenvolveu metabolismos tipicos
e adaptativos em resposta aos diversos fatores de estresse predominantes na
regido.

A diversidade de micro-organismos no solo da regido semi-arida da
Caatinga ainda ndo é suficientemente conhecida (GORLACH-LIRA;
COUTINHO, 2007). Entretanto, um numero significativo de pesquisas com
micro-organismos isolados dos solos deste bioma tem sido desenvolvido, tendo
em vista as suas potencialidades biotecnoldgicas (LUNA et al., 2011; 2013;
SILVA; COELHO; SILVA, 2015; MONTERO-RODRIGUEZ et al., 2015).

1.3.2 Micro-organismos

A diversidade microbiana representa uma fonte importante de recursos
genéticos para o avanco da biologia e biotecnologia. Estudos realizados em
ecologia molecular microbiana mostram a ampla extensdo da diversidade
microbiana na natureza. Isolamento e selecdo de micro-organismo tém
garantido o desenvolvimento de novos farmacos e aplicagbes nas areas de
saude, agricultura, industria e meio ambiente. Com as novas tecnologias

envolvendo bioinformatica e biologia molecular, é possivel a caracterizacao e
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descobertas de novos genes, enzimas, metabdlitos, bioativos e farmacos, a
partir da clonagem direta de DNA de amostra ambientais, com isso, novas
estratégias de selecdo e triagem de novos produtos tem sido realizado a partir
do conhecimento da gendmica e expressdo génica de organismos diversos
(MESSIAS et al., 2013).

Diferentes micro-organismos sao utilizados para producdo de
substancias de interesse comercial por processo fermentativo: antibioticos,
acidos organicos, solventes, enzimas e biocombustiveis (IMANI, KARAMAN,
CARAPATI, 2010). O produto pode ser ainda o proprio micro-organismo, a
producdo de levedura de panificacdo e inoculantes agricolas, ou células
microbianas podem ser utilizadas em processos de biotransformacdo, a
producado de esterdides, aromas e fragrancias (NAJJAR et al., 2011). Além da
producdo de bens de consumo, 0S micro-organismos sdo também utilizados
em processos de tratamento de residuos e efluentes urbanos e industriais, na
recuperagéo de metais, tais como cobre, chumbo e urénio, ou em processos de

biorremediacéo de solos contaminados (ALBERTON et al., 2011).

A biotecnologia é uma aérea interdisciplinar que envolve diversos
setores produtivos (figura 1.3). Em decorréncia das varias aplicacdes de seus
produtos, a biotecnologia insere-se em uma gama de segmentos industriais, 0s
principais produtos biotecnolégicos podem ser agrupados de acordo com o seu
uso, na induastria farmacéutica (antibidticos, hormdnios, vacinas, vitaminas e
proteinas terapéuticas humanas), alimenticia (aminoacidos, flavorizantes,
polissacarideos e gomas xantana) e na indUstria quimica (etanol, acetona,
butanol, glicerol, &cido lactico, acido citrico, poliésteres, inseticidas
microbianos) (PEREIRA, 2008; KUMAN, et al., 2012).
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agropecuario

meédico-farmacéutico

Figura 1. Setores produtivos da biotecnologia
Fonte: Pereira (2008).

Os fungos na biotecnologia tradicional estdo sendo muito utilizado na
producdo de aromas para alimentos, acido citrico e antibiético (EVERLEIGH,
1981), além de ser usado industrialmente na producdo de &cidos organicos
(SMITH, et al.,1983). Certos fungos também sdo utilizados para melhorar o
sabor de alimentos, como a do queijo. Recentemente tem sido de grande
importancia o surgimento de novos agentes farmacologicos, antitumorais e
imunomoduladores (WAINWRIGHT, 1992). Os bolores tém grande valor
econdmico: sdo usados para produzir antibiéticos, molhos, queijos e outros
produtos, contudo sdo responsaveis pela deterioracdo de matéria téxtil,
madeira e alimentos, ainda podem causar certas doencas em animais,
humanos e plantas (WATKINSON et al, 2015).

Os fungos podem se reproduzir por esporos sexuados ou assexuados
(TORTORA et al., 2008). Os esporos sexuados sdo produzidos como resultado
da fusdo de duas células reprodutivas, e a formagcdo dos esporos assexuados
nao envolve a fusdo de gametas. Cada talo pode produzir centenas de
milhares de esporos assexuados, que sdo produzidos nas hifas aéreas. Os
fungos podem produzir esporos sexuados e assexuados por varios métodos
em épocas diferentes, mas as estruturas dos esporos sado suficientemente
constantes e dessa forma, podem ser usados para identificacéo e classificacéo
dos fungos (WAINWRIGHT, 1992).
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Morfologicamente, essa espécie de fungos apresentam
esporangiosporos irregulares e sem estrias independentes das condi¢gfes de
crescimento. Os esporos sao pequenos e sdo originados em rizoides pouco
extensos e ndo ramificados (HESSELTINE, 1966). Em condi¢cdes oOtimas de
42°C e pH 4, ocorre a germinacdo dos esporos em duas fases: inchaco e
protrusdo dos tubos germinativos que depende também da fonte de nitrogénio,
principalmente dos aminoécidos (MEDWID e GRANT, 1984).

1.3.2.1 Mucorales

Os fungos filamentosos da ordem Mucorales, sdo micro-organismos de
grande importancia ecologica, biotecnolégica e ambiental. Sdo de habitos
saprébicos, encontrados em quase todas as zonas climaticas e podendo ser
facilmente isolados de diversos ambientes tais como do solo, de excrementos
de animais, frutos, vegetais e alimentos em decomposi¢ao (SPATAFORA et al.,
2016).

Estes fungos apresentam um crescimento rapido das colénias
caracterizados por um micélio de aspecto algodonoso,e geralmente abundante,
bem como estruturas anamorficas geralmente formadas em grandes
guantidades, tipicamente inseparavel ou irregularmente septado (SANTIAGO et
al, 2013).

Os principais representantes Mucorales mais extensivamente estudados
em processos biotecnoldgicos sao os géneros Absidia, Gongronella, Rhizopus,

Mucor, Syncephalastrum, Fennellomyces

Além disso, os fungos Mucorales tem sido descritos como um grupo de
micro-organismo de interesse biotecnolégico com potencias para a producao
de biomoléculas de interesse, como enzimas, quitina e quitosana incluidas em
diversas aplicagbes industriais, farmacoldgicas, ambientais e na agricultura
(DIETRICH; BEAKES, 2014).

A organizacdo estrutural de paredes de células de algumas espécies
desse grupo mostrou uma a composi¢cdo bioquimica das paredes celulares

representa um investimento metabolico consideravel (DIETRICH; BEAKES,
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2014) (tabela 1). Contudo, sua composicdo macromolecular, organizacao
molecular e espessura podem variar muito dependendo das condi¢des

ambientais.

Tabela 1.Composicéo bioquimica das paredes celulares de algumas espécies da
ordem Mucorales

acido urdnico/

Mucurales Quitina  Quitosana aclcar neutro Proteinas Lipideos poliphosfatos
Absidia 15.5 27,5 20,4 41 5 23,7
blaskeleana

Gongronella 13,4 28 16,5 4,2 14,1 18,7
butleri

Rhizopus 15.0 28 13,9 10,2 8,6 18,7
arrhizus

Mucor javanicus 10 28 14,8 13,1 18,6 12,6
Cunninghamella

elegans 10,8 28,2 22 6,9 7,6 22,7
Syncephalastrum

racemosum 11,5 26 22,6 10,1 6,4 8,6

Fonte: (DIETRICH; BEAKES, 2014)

Algumas espécies Rhizopus, Lichtheimia e Mucor species podem
apresentar fatores patogénicos, causando graves infecdes e muitas vezes
fatais em seres humanos, especialmente em pacientes imunocomprometidos
(VAEZI et al., 2016)Estas espécies de Mucorales patogénicas tipicamente
crescem como hyphae, mas exibem dimorfismo, ja que elas sdo capazes de

crescer tanto como hifas quanto leveduras .

1.3.2.2 Género Rhizopus

Os fungos do género Rhizopus séo classificados segundo o Reino
Fungi, Filo: Zygomicota, Classe: Zygomicetes, Ordem: Mucolares, Familia:
Mucolaceae, Género: Rhizopus. Dentre as espécies do género Rhizopus, tem-
se as especies: Rhizopus oligosporus, R. arrhizus, R. circicans, R. delemar, R.

oryzae, R. microsporus, R. formosa e R. stolonifer (SPATAFORA et al., 2016).

Fungos pertencentes a este género s&do considerados fungos

verdadeiros. O corpo desses fungos é formado por numerosos filamentos
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denominados hifas, formando um emaranhado que se chama micélio
(SANTIAGO et al, 2013).

As caracteristicas morfolégicas das espécies de Rhizopus diferem de
outros géneros de Mucorales devido principalmente pela formacao de rizéides
e estoldes crescendo sempre opostos ao esporangiofor que apresenta a
columela frequentemente colapsa em forma de guarda-chuva; (ZHENG et al.,
2007; . Quanto a coloracado do micélio os esporangioforos, rizoides e estolées
normalmente marrom. Apofise sempre presente, evidente ou menos evidente.
O esporangio é globoso ou sub-globoso com uma base um tanto achatada,
castanho ou castanho-escuro, de tamanho variavel, podendo sofrer
deliquescéncia ou quebrar em &gua deixando ou nao colarete. Os
esporangiosporos sao unicelulares, de textura lisa ou estriada de variaveis
formas e tamanhos (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000)ZHENG et al.,
2007). As suas diversas espécies de Rhizopus sp. sdo encontradas no solo,

em frutas e vegetais em decomposicéo, em fezes de animais e em péao velho.

Rhizopus sédo os modelos de Mucorales mais estudados atualmente e
possuem numerosas aplicacdes biotecnolégicas devido a producdo de
metabolitos secundarios de interesse industrial ((DOLATABADI et al.,
2015)(GARCIA; VELLANKI; LEE, 2018).

Varios estudos demostram o potencial biotecnologico de Rhizopus sp.
na producdo de biomoléculas de grande aplicabilidade industrial. Diversas
espécies sao descritas como produtoras de polissacarideos, como quitina e
quitosana, (MAHATA et al.,, 2014; BERGER et al., 2014), O acido fumarico
utilizado como acidulante em alimentos e na fabricacéo de resinas de poliéster
e alcoois poliidricos e como mordente para corante (PAPADAKI et al., 2017;
LIU et al.,, 2017). Enzimas como a producdo de glucoamilases, xylanase, e
lipases para a producgéo de biodiesel, (BEHNAM et al., 2016; MUKHTAR et al.,
2016). Alem disso, também tem sido descritos a sintese de nanoparticulas de
prata (AgNPs) por Rhizopus stolonifer (ABDELRAHIM et al., 2017).

Devido a necessidade da utilizacdo de micro-organismos no setor

alimenticio, algumas espécies do género Rhizopus, como o Rhizopus oryzae e
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Rhizopus microsporus var. oligosporus, recebem a denominagdo GRAS
(Generally Regarded as Safe) pela FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations), classificagdo dada a micro-organismos de reconhecida
seguranca para uso alimentar (BAKIR et al., 2001; RHANDIR et al., 2004).

Rhizopus sp. sdo usados em Fermenta¢gBes em Estado Sélido por varios
séculos, especialmente na Asia (China, Coréia, Indonésia, Malésia, Cingapura)
para preparacdo de alimentos fermentados. O tempeh é um alimento
fermentado da Indonésia produzido pelo crescimento de Rhizopus oligosporus
em graos de soja. As principais vantagens de se utilizar Rhizopus oligosporus,
€ a sua facil manipulacao, capaz de crescer em diferentes substratos e produzir
grandes rendimentos de bioprodutos (BEHNAM et al. 2016) .

Rhizopus microsporus tem sido usado por séculos na producdo de
alimentos fermentados orientais, mas as espécies também sdo conhecidas
como produtor de toxinas e de infeccdes humanas (SATO et al.,, 2014;
SURESH; RADHA, 2015) .

Outro potencial biotecnoldgico do género Rhizopus € a producdo de
quitosana, um polissacarideo de grande aplicabilidade (CARDOSO et al., 2012;
BERGER et al., 2014; ZHANG et al., 2014; TASAR; ERDAL; TASKIN, 2016).

Devido, ao seu grande conteddo de quitina e quitosana na parede
celular destes fungos, confere um emprego para o tratamento de efluentes de
cor. Podendo a biomassa fungica ser utilizada como biossorvente para diversos
tipos de corantes (KODAL; AKSU, 2017).

1.3.3 Parede celular fungica

A parede celular dos fungos apresenta diferentes constituintes quimicos,
dentre eles: polissacarideos, proteinas e lipideos. Os principais componentes
da parede celular sédo os carboidratos do tipo hexoses e hexosaminas, as quais
formam as mananas, glucanas, galactanas e heteropolissacarideos
(BARTNICKIGARCIA, 1968; BOWMAN, FREE, 2006).
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A constituicdo desta estrutura pode variar entre as diferentes espécies e
conforme o tempo de cultivo, uma vez que muitas substancias presentes em
hifas jovens, “desaparecem” nas mais antigas dando lugar a depdsitos de
outros materiais que podem mascarar 0s constituintes iniciais. Outros fatores
gue podem afetar esta composicao sdo as diferentes condi¢cdes de cultivo, nas
quais sao alterados fatores como: nutrientes (fontes de carbono e nitrogénio),
temperatura e pH (FIRON, LESAGE, BUSSEY, 2004; LATGE, 2010).

Inicialmente, foi atribuido a parede celular apenas o papel estrutural,
conferindo rigidez e protecdo ao protoplasto, na manutencdo da morfologia
caracteristica dos fungos. Hoje, com um melhor esclarecimento a respeito da
funcionalidade deste complexo, tornou-se evidente a sua essencial participacao
em quase todos os aspectos da biologia e da patogenicidade dos fungos
(FIRON, LESAG, BUSSEY, 2004; NIMRICHTER et al.,, 2005; BOWMAN,
FREE, 2006).

O aumento de patégenos associados com infec¢des fangicas graves
avanca sem encontrar correspondéncia com a disponibilidade de antifingicos.
Além disso, limitacbes na eficacia e toxidade destes farmacos reforcam a
necessidade de pesquisas visando a descoberta de alvos mais seletivos aos
fungos. O fato de a parede celular ser vital para os fungos e de néo estar
presente nas células hospedeiras dos mamiferos, faz dela um alvo bastante
interessante para pesquisa de seus componentes, permitindo abordagem das
micoses desde diagndstico, alcancando alvos cada vez mais seletivos no
campo dos antifungicos, e, por fim na imunoterapia. Alguns carboidratos
presentes na parede celular, por serem Unicos e essenciais para o fungo,

tornam-se bons alvos para acéo de farmacos (LATGE, 2010).

Dois grupos de antifiingicos que apresentam como alvo a sintese de
componentes polissacaridicos da parede celular, as equinocandinas
(responsavel pela inibigdo da sintese de B-1,3 glucana) e as nicomicinas
(responsavel pela inibicdo da sintese de quitina) (ODDS, BROWN, GOW,
2003). Entretanto, muitos destes antifingicos apresentam um espectro de agéo
limitado e dificuldades na reprodutibilidade da eficacia in vivo. O conhecimento

da estrutura e biossintese da parede celular fungica é de extrema importancia
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para a busca de novos agentes quimioterapicos (GOZALBO et al., 1993;
BOWMAN, FREE, 2006).

Na etapa inicial do reconhecimento celular, a constituicdo quimica da
parede dos fungos desempenha um papel fundamental, uma vez que esta € a
estrutura mais externa dos fungos nao-capsulados, podendo assim entrar em
contato com a célula hospedeira e, mediante a exposicdo dos seus
determinantes antigénicos, sdo estabelecidas intera¢des entre 0 patdgeno e a
célula hospedeira. Dessa forma, pode-se dizer que cada parede celular possui
um verdadeiro “codigo de glicanas” responsavel pelas interagdes estabelecidas
entre ambos ( NIMRICHTER et al., 2005; RUIZ-HERRERA et al., 2006). Como
dito anteriormente, a parede celular pode variar na composi¢cado quimica e seus
componentes podem desempenhar varias funcées ao longo do ciclo de vida
destes micro-organismos, inclusive nos fungos patogénicos. Nesse sentido,
varios componentes da superficie celular tém sido intensamente
caracterizados, destacando-se: polissacarideos (SOARES et al., 1995; PINTO
et al., 2004; WARVAS, 2007; FONSECA et al., 2009), enzimas hidroliticas
(KNEIPP et al.,, 2004; PALMEIRA et al., 2006; PALMEIRA et al., 2010),
proteinas de choque térmico (MATTHEWS, BURNIE, 2004; DO, YAMAGUCHI,
MIYANO, 2009), glicoesfingolipidios (PINTO et al., 2002; BARRETO-
BERGTER, PINTO, RODRIGUES, 2004), melanina (ALVIANO et al., 2004a,
NOSANCHUK , CASADEVALL, 2006; FRANZEN et al., 2008; PIHET et al.,
2009) e histonas (NOSANCHUK et al., 2003). Estes componentes podem ser
alvos para anticorpos ou drogas, que controlem o crescimento de patégenos
fungicos tanto in vitro quanto in vivo, como também efeitos bacteriostatico para
bactérias Gram positiva e negativa (NIMRICHTER et al., 2005). Desta forma, a
identificacdo e caracterizacdo dos componentes de superficie, bem como suas
possiveis fungBes podem auxiliar o desenvolvimento de novas drogas

antifingicas

1.3.4 Glicoesfingolipidios
Uma importante classe de glicoconjugados sao os glicoesfingolipidios
(GSLs), que séo glicosidios de ceramida ou mio-inositol-(1-O)-fosforil-(O-1)-

ceramida. E uma subclasse esfingolipidica estrutural e funcionalmente diversa



Potencial biotecnolégico Rhizopus stolonifer, Rhizopus arrhizus... 26

encontrada e distribuida em todas as espécies de eucariotos e também em
algumas espécies de bactérias (LEVERY, 2005). Essas moléculas tém sido
implicadas em muitos processos celulares, incluindo crescimento,
diferenciacdo, morfogénese e com a resposta imune do hospedeiro. GSLs
podem também modular a sinalizacao celular e a reorganizacédo e atividades
especificas de proteinas plasméticas de membrana (HAKOMORI, 1993;
KASAHARA & SANAI, 2000). Sdo moléculas amplamente encontradas nos
fungos desde a classe dos Ficomicetos até os Basidiomicetos (PINTO,
BARRETO-BERGTER & TABORDA, 2008).

Os glicoesfingolipidios sdo moléculas anfipaticas constituidos por uma
ceramida (N-acilesfingosina) ligada a uma cadeia glicana de tamanho e
estrutura variada. Os glicoinositolfosforil ceramidas (GIPCs) pertencem a
classe dos glicoesfingolipidios que diferem dos GSLs classicos na sua porcéo
acucar ligada a ceramida via uma ponte de inositol fosfato. As
monohexosilceramidas (CMH ou cerebrosidios), gluco- e galactosilceramidas
tém sido reportadas como constituintes da parede celular e da membrana
celular tanto de fungos patogénicos quanto dos ndo patogénicos. S&o
estruturalmente diferentes dos seus homélogos em mamiferos, os quais
contem &cidos graxos saturados e nao hidroxilados ligados a uma base de
esfingosina sem ramificacdes. Estas diferencas estruturais tornam os CMHs
fungicos alvos importantes para o reconhecimento seletivo por agentes
antifingicos (BARRETO-BERGTER, PINTO & RODRIGUES, 2004).

Os cerebrosidios sédo glicoesfingolipidios neutros compostos por uma
unidade monossacaridica, geralmente glucose ou galactose, ligada a uma
ceramida, contendo uma base esfingoide (C19) possuindo um grupo metil no
carbono-9 e ligada via uma ligacdo amidica aos &cidos graxos 2-hidroxi-
octadecanoico e/ou 2-hidroxihexadecanoico (Figura 2). Essas moléculas sé&o
estruturalmente conservadas (Tabela 2), com pequenas modificagbes que
incluem a presenca de insaturagao e a variacdo no comprimento da cadeia de
carbono dos &cidos graxos componentes da sua por¢éo ceramida (BARRETO-
BERGTER, PINTO & RODRIGUES, 2004).
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Figura 2. Estrutura quimica geral das moléculas de CMH que podem ser encontradas
em fungos, ilustrando as variagbes de aguUcares que podem ser encontradas
(galactose ou glucose), no numero de carbonos presentes no acido graxo (16:18
atomos de carbono) e no grau de insaturagdo dos mesmos

Fonte: (WARNECKE & HEINZ, 2003).

Tabela 2. CMHs encontrado em varios fungos, mostrando a porcao de agucar e 0s
acidos graxos componentes. A base de cadeia longa componente da por¢do ceramida
esta presente em todos os CMHs estudado e foi identificada como 9-metil-4,8-
esfingodienina.

Espécie fungica Acido graxo Acucar
A. fumigatus Cig1 (OH) Glicose/Galactose
A. versicolor Cig1 (OH) Glicose
A. flavus Cig1 (OH) Glicose
P. boy Cis:1 (OH) / Ci51 (OH) Glicose
Fusarium sp. Cis:0 (OH) Glicose
F. oxysporum Ciso (OH) Glicose
F.solani Cis1 (OH) Glicose
P.brasilliensis Cis0 (OH) / C1g:1 (OH) Glicose
H. capsulatum Cis0 (OH) / C1g:1 (OH) Glicose
C.neoformans Cis:0 (OH) Glicose
C. albicans Cis:0 (OH) Glicose
M. grisea Cis1 (OH) Glicose
S.scheckii Cis:0 (OH) / C1s:1 (OH) Glicose/Galactose

FONTE: Levery, 2005

Os fungos apresentam vias exclusivas de sintese de CMH que séo
importante para a manutencao da viabilidade celular (LEIPELT et al., 2001).

Por apresentarem ta caracteristica, € grande o0 interesse no estudo e
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desenvolvimento de novos antifungico que tenham como alvo esses

importantes glicolipidios.

Também sdo moléculas antigénicas e estdo envolvidas no crescimento
celular e/ou diferenciagdo em S. commune, C. neoformans, P. boydii, C.
albicans, A. nidulans, A. fumigatus e F. pedrosoi (BARRETO-BERGTER,
PINTO & RODRIGUES, 2004).

Utilizando anticorpos monoespecificos ou monoclonal anti-CMH foi
possivel observar a presenca destas moléculas na superficie de C. neoformans
(RODRIGUES, et al, 2000) e nas formas de micélio e conidio de fungos dos
géneros P. boydii (PINTO et al, 2002), Colletotrichum gloesporioides (DA
SILVA, et al. 2004).

Os glicoesfingolipidios também fazem parte dos dominios de membrana

resistente a acdo de detergentes (BRIOLAY et al., 2009) e estédo envolvidos na

patogenicidade de algumas espécies fungicas (NIMRICHTER et al., 2005).
Estudos recentes indicam que os glicolipidios apresentam propriedades
antifangicas e antimicrobianas (KULAKOVSKAYA et al.,, 2009). Em células
fungicas, os CMHs tém sido caracterizados como moléculas bioativas com
algumas fungdes distintas. Por exemplo, monohexosilceramidas de M. grisea,
um fitopatébgeno, produz um elicitador ativo que causa uma resposta de
hipersensibilidade em arroz (KOGA et al. 1998; UNEMURA et al. 2000). Essas
moléculas induzem a acumulacdo de compostos antimicrobianos, morte
celular, expressao de proteinas relacionadas a patogénese em folhas de arroz
e protege as plantas de arroz contra infec¢des flngicas.

Algumas ceramidas apresentam atividade citotoxica, antifangica,
antimicrobiana e também imunomodulatoria, favorecendo o estabelecimento da
infeccdo, no caso de micro-organismos patogénicos, ou a colonizacdo de
novos ambientes, no caso de espécies saprofitas (WU et al., 2009). O estudo
de moléculas lipidicas (cerebrosidios, fitofosfoesfingolipidios) com atividade
antimicrobiana tem sido feito através da extracdo dessas moléculas
principalmente de plantas (CATENI, et al., 2003; CHEN et al., 2003; WU et al.,

2009). Essas moléculas também tém sido encontradas em micro-organismos,
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como por exemplo, em fungos, onde possuem um papel na regulacdo do
crescimento microbiano (SHU et al., 2004; DERENGOWSKI et al., 2009).

1.3.4.1 Monohexosilceramidas (CMHSs)

As monohexosilceramidas (CMHs) séo glicoesfingolipideos fungicos
altamente conservados com modificacdes estruturais de suas porcdes de
ceramida que incluem diferentes locais de insaturacdo, bem como o
comprimento variavel de residuos de &cidos graxos (PINTO et al.,2002). CMHs
apresentam diversas fungdes na célula fungica, como crescimento e transicao
morfolégica em Cryptococcus neoformans, Pseudallescheria boydii, Candida
albicans, Aspergillus fumigatus e Collectotrichum gloeosporioides (BARRETO-
BERGTER; PINTO; RODRIGUES, 2004). Além disso, foi observado em C.
neoformans e Fusarium graminearum a importancia do CMH na promocéao da
tolerancia alcalina em vitro devido ao envolvimento da CMH na regulacédo dos
dominios lipidicos fungicos da membrana que levam a redistribuicdo de CMH
na membrana em ambiente alcalino (RODRIGUES et al., 2000) . A CMH
também interage com as defensinas isoladas de insetos e plantas. De varias
estudos tém mostrado que a CHM desempenha um papel essencial no controle
da viruléncia fungica (RAMAMOORTHY et al., 2009; SAITO et al., 2006).
Alguns glicoesfingolipideos apresentam agentes citotoxicos, antimicrobianos e
também atividade imunomoduladora, favorecendo a infec¢éo e / ou colonizacéo
de novos ambientes. Estudos sobre estas moléculas lipidicas com atividade
antimicrobiana foram feito extraindo estas moléculas de plantas e micro-
organismos, como fungos, onde eles desempenham um papel na regulacédo do
crescimento microbiano CATENI et al., 2003; WU et al., 2009).

Devido a pouco ou nenhum relato da literatura, sobre a importancia das
CMHs dos fungos do género Rhizopus, o presente trabalho propds a fazer uma
contribuicdo para melhor conhecimento desses glicoesfingolideos presentes na
parede celular, comparando com aquelas identificadas em fungos saprofitas e

patogénica.
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1.3.5 Qutina e Quitosana

1.3.5.1 Quitina: caracteristicas e propriedades

A quitina € um polissacarideo mais abunadante na natureza, depois da
celulose, constituido por monémeros de N-acetilglicosamina, insolivel em
agua, € o precursor direto da quitosana. Ocorre naturalmente em diversos
organismos, sendo o principal componente da parede celular dos fungos e do
exoesqueleto dos artropodes (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica da quitina
Fonte: DUTTA et al., 2004.

Sengo Antonino (2007), as cadeias polimorficas de quitina
correspondem a diferentes arranjos no estado sdlido, decorrentes de
disposicfes distintas das cadeias do polimero nas lamelas ou folhas que
constituem os dominios cristalinos. Assim, a-quitina corresponde a uma
distribuicAo densa resultante da disposicdo antiparalela das cadeias
poliméricas, dispostas e diferentes lamelas ou folhas, favorecendo a existéncia
de numerosas ligacdes de ponstes de hidrogénio inter- e intra-cadeias da
mesma e de lamelas vizinhas. Por sua vez, na [B-quitina as cadeias
pertencentes a diferentes lamelas estéo dispostas em posicdo paralela, o que
dificulta o estabelecimento de pontes de hidrogénio intermoleculares
envolvendo cadeias de lamelas adjacentes, resultando em material menos
densamente empacotado. No caso de y-quitina parece ocorrer combinacao de
dos dois arranjos como ocorre na a-quitina e B-quitina. As cadeias de duas
lamelas em disposicdo paralela estdo intercaladas por lamela em que as
cadeias estdo dispostas na posicao antiparalela (Figura 4). Contudo, os

estudos com essa estrutura sdo mais escassos (CAMPANA-FILHOet al., 2007).
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o Quitina B Quitina y Quitina

Figura 4. a Quitina B Quitina y Quitina. Estruturas polimorficas da quitina.
Fonte : ANTONINO (2007).

1.3.5.2 Quitosana: caracteristicas.

A quitosana € um polimero linear de B-1,4-D-glicosamina, ligado por
residuos de N-acetil-D-glicosamina (Figura 5), derivada da desacetilizacdo da
quitina, com uma configuragdo tridimensional helicoidal estabilizada por
ligacdes de hidrogénio intramolecular (KAS, 1997). Esse polimero € soltvel em
solucdes aquosas diluidas de acidos organicos e inorganicos e dependendo do
processo de desacetilacdo, da perda do grupo acetil, ela pode apresentar
varios graus de acetilacdo (ANDRADE et al.,, 2003; SYNOWIECKI & AL-
KHATEEB, 2003). Através de estudos de raios-X, pode-se observar que a
cristalinidade da quitina e da quitosana depende do grau de acetilacdo e do
processo de extracdo utilizado. Em relagdo a estrutura espacial da quitosana,
ela pode se apresentar na forma hidratada, anidra, como complexos ou sais de
quitosana (ANTONINO, 2007).
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.Figura 5. Estrutura quimica da quitosana
Fonte: ANTONINO et al., 2007.
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1.3.5.3 Propriedades, formas de obtencao e aplicacdo da quitosana

O polimero quitosana apresenta excelente biocompatibilidade; quase
nenhuma toxicidade ao ser humano e animais; alta bioatividade;
biodegradabilidade; reatividade do grupo amino desacetilado; permeabilidade
seletiva; acao polieletrolitica; atividade antimicrobiana; habilidade em formar gel
e filme; habilidade de quelacdo e capacidade adsortiva (SYNOWIECKI & AL-
KHATEEB, 2003; THARANATHAN & KITTUR, 2003; SINGH et al., 2008).

Devido as suas propriedades a quitosana vem sendo utilizada na
preservacao de alimentos (SHAHIDI et al., 1999; FRANCO et al., 2004; DUTTA
et al., 2004); na industria farmacéutica; na biomedicina devido a sua
capacidade antibacteriana e antifingica contra micro-organismos patégenos do
homem e também a sua capacidade de inibir a proliferacdo de células
cancerigenas (KUMAR et al., 2012); no clareamento de sucos; na fabricacéo
de embalagens (SHAHIDI et al., 1999; FRANCO et al., 2004); na
biorremediacdo por adsorcédo de corantes (PIRILLO et al., 2009; NESIC et al.,
2012), metais pesados, e outros residuos poluentes no meio ambiente; na
agricultura (BERGER et al., 2011a), como antifungico (SAJOMSANG et al.,
2012; YANG et al., 2012), na preservacao de frutas, legumes e sementes
contra a deteriorizagdo por micro-organismos, para estimular o sistema imune
da planta, proteger a planta contra o ataque de patdgenos (GHAOUTH et al.,
1992; BADAWY & RABEA, 2008; HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008),
favorecer o seu crescimento e consequentemente aumentar a producgdo
vegetal (OTHA et al.,2000; RABEA et al.,2003; BOONLERTNIRUM et al. 2008;
ABDEL-MAWGOUD et al.,, 2010). Entretanto, a eficiéncia da quitosana
depende da sua massa molecular, grau de desacetilacdo, cristalinidade,
solubilidade e de seus produtos derivados (CHATTERJEE et al., 2005).

Atualmente, a fonte tradicional de quitina e quitosana explorada a nivel
comercial tem sido a carapaca de caranguejos e cascas de camarao, oriundas
de residuos da industria pesqueira que processam estes crustaceos (FAI et al.,
2008). Por outro lado, a alternativa de obtencdo de quitina e quitosana
extraidas da biomassa de fungos ainda permanecem pouco utilizada pela
industria (ANDRADE et al., 2003).
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A quitosana pode ser obtida através do processo de desacetilacdo
termoquimica responsavel pela remo¢do do grupo acetamido da quitina
extraida da carapaga de crustaceos. Devido a alta cristalinidade e
insolubilidade da quitina, este processo utiliza etapas de desmineralizacdo e
desacetilacdo com acidos e bases fortes que podem causar parcial
desacetilagdo da quitina e hidrdlise do polimero devido ao acesso limitado aos
seus sitios reativos, resultando em produtos finais com propriedades
inconsistentes, ou seja, produtos heterogéneos com diferentes massas
moleculares e graus de desacetilacdo; além disso, essas solucdes alcalinas
fortes séo fontes de poluicdo para o meio ambiente (CAMPANA-FILHO et al.,
2007) e os residuos de proteinas no produto final podem causar reacdes
alérgicas no ser humano (FRANCO, 2000; AMORIN et al., 2001). Desse modo,
a natureza do produto obtido depende do processo quimico utilizado
(KAFETZOPOULOS et al., 1993; ANDRADE et al., 2003; CAl et al., 2006).

O método de desacetilacdo enzimatica da quitina tem sido estudado
para obtencdo do biolpolimero quitosana com caracteristicas padronizadas e
ideais para aplicacdo com determinada finalidade (KAFETZOPOULOS et al.,
1993; CHATTERJEE et al., 2005). Esse processo desacetilacdo da quitina, ao
contrario da desacetilacdo termoquimica, ocorre naturalmente em fungos da
ordem Mucorales com a participacdo de duas enzimas, a quitina desacetilase e
a quitina sintetase (SILVA et al.,, 2007). A desacetilacdo enzimatica utiliza
condicbes mais brandas que supera a maioria das desvantagens encontradas
no processo de desacetilacdo alcalino. Muitos trabalhos tem sido
desenvolvidos sobre as caracteristicas e atividade da quitina desacetilase e
sua funcdo na biossintese de quitosana na parede celular do fungo, visando o
aumento da producédo microbiol6gica deste polimero (CAl et al., 2006; PAREEK
et al., 2011a; PAREEK et al., 2011b; SURESH et al., 2011).

A producdo de quitina e quitosana a partir da biomassa micelial de
fungos da ordem Mucorales pode ser uma alternativa por apresentar algumas
vantagens como: extracdo simultanea de quitina e quitosana, ser um processo
facil e economicamente viavel, ndo apresentar contaminacdo por proteinas,
independéncia dos fatores de sazonalidade, producdo em larga escala, com

facil controle do pH e da concentracdo de nutrientes no meio fermentativo
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(CAMPOS-TAKAKI, 1984; CAMPOS-TAKAKI, 2005; AMORIN et al., 2006;
FRANCO et al., 2005; STAMFORD, et al., 2007).

1.3.6 Substratos Alternativos

O desmedido acréscimo populacional e 0 aumento da atividade industrial
originaram nas ultimas décadas varios problemas ambientais que vem se
tornando cada vez mais criticos e frequentes. Muitos estudos estdo sendo
realizados com intuito de desenvolver tecnologias capazes de minimizar o
volume e a toxidade dos efluentes de forma que ndo haja somente a remocéo
de substancias contaminante, mas também sua completa mineralizacdo
(SILVA, ROSTON 2010).

Varios substratos estdo sendo utilizados com potencial aplicagdo em
processos de conversdo quimica ou microbiana em produtos de interesse
comercial. Esses materiais se destacam pela a abundancia, que nesse caso vai
depender do tipo do substrato existente em cada regido do pais, além de ser
uma alternativa na reducdo desses rejeitos no meio ambiente (BRIAO,
TAVARES, 2007; ALBERTON et al., 2010).

O Brasil apresenta um grande potencial na producdo de recursos
renovaveis, tais como produtos agricolas, florestais e materiais lignocelulésico,
destacando-se o0 bagaco e palha de cana; sabugo e palha de milho; palha de
trigo e arroz; restos de madeira processada e lixo baseado em papel. Em
relacdo aos residuos provenientes de biomassa alimenticia, a quantidade total
gerada em nosso pais atinge cerca de 350 milhdes de toneladas/ano valor
esse que ndo pode ser desdenhado e exige que esses materiais tenham um
aproveito mais racional (SILVA, ROSTON 2010).

Os residuos agricolas em geral, contem cerca de 20 a 60 % de celulose
, 20 a 30 % de hemicelulose e 15 a 30 % de lignina, o bagaco de cana-de-
acucar, farelo de trigo e de arroz, por exemplo, contem cerca de 25 a 40 % de
celulose, 20 a 35 % e hemicelulose e 15 a 35 % de lignina. Esses materiais
podem ser utilizados como substratos em processos fermentativos, pois mais
de 70 % da matéria seca € constituida de carboidratos (BON et al., 2008). A

maior parte apresenta-se como celulose uma [ (1-4) glucana que pode ser
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convertida em glicose. As hemiceluloses sdo heteropolimeros de pentoses e
hexoses e correspondem de 10 a 40 % da matéria seca dos residuos
lignocelulésicos, onde essa fragdo pode ser convertida em acUcares
monomericos, como a xilose em temperaturas a baixo de 200 °C na presenca
de acidos diluidos (BON et al., 2008).

O uso de residuos agroindustriais como matéria-prima de baixo de custo
para a producdo microbiana de biossurfactantes € uma estratégia atual e
bastante explorada (JAIN et al., 2013). Muitos destes residuos tais como
milhocina e manipueira (MONTERO-RODRIGUEZ et al., 2015; (SARUBBO et
al., 2015), melaco de cana-de-acucar (LOBATO et al., 2013), farelo de trigo
(PRADEEP et al., 2015), palha de arroz (ZHU et al., 2012; 2013), farelo de
arroz (BHARDWAJ et al. 2015), casca da soja (MARTI et al., 2015), séo ricos

em matérias organicas essenciais para o crescimento microbiano.

1.3.6.1 Milhocina

A milhocina é uma excelente fonte de carbono e/ou nitrogénio,
aminodcidos, vitaminas e sais minerais (Tabela 2) para os micro-organismos
(MENEGASSI, 2007). E um rejeito da embebicdo dos grdos de milho quando
do fracionamento em amido e germe (6leo) contendo 40% de sélidos
(FONTANA et al., 2000; XIAO et al., 2012;).

A obtencdo da milhocina é realizada através da maceracdo do milho,
que apresenta um teor de proteina de 25%, como fonte de nitrogénio essencial
para o crescimento celular (MORAES et al., 2001; SHAHBAZ QAMAR, et
al.,2015).

A utilizacdo de fonte de nitrogénio para o crescimento microbiano e
producdo de metabolitos é essencial, pois 0 nitrogénio estad intimamente
relacionado ao metabolismo dos micro-organismos. Neste contexto, Silveira et
al., (2001) demonstraram que a agua de maceracao de milho (milhocina), que é
um residuo agroindustrial de baixo custo, pode substituir o extrato de levedura,

com excelentes resultados.
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Tabela 3.Composicdo de aminoacidos, vitaminas e minerais encontrados em uma
solugéo concentrada de milhocina.

Aminoéacidos (g de amino&cido/100g de proteina

Alanina 9,83 Glicina 5,27
Arginina 3,68 Histidina 3,72
Acido aspartico 5,82 Isoleucina 3,07
Cistina 2,20 Leucina 8,28
Acido glutamico 18,07 Lisina 4,75
Triptofano - Tirocina 3,09
Vitaminas (mg/kg)
Biotina 0,3 Acido 15
pantoténico
Cholina 3.500,0 Piridoxina
Inositol 6.000,0 Riblovavina
Niacina 80 Tianina
Minerais
Célcio (%) 0,14 Magnésio (%) 0,6 Seleénio 0,3
(mg/kg)
Cobre (mg/kg) 15 Potéassio (%) 2,8  Zinco (mg/kg) 60
Ferro (mg/kg) 100 Sadio (%) 0,1 Enxofre (%) 0,6
Manganés (mg/kg) 20 Fésforo (%) 1,8

Fonte: Menegassi, 2007.

Os produtos derivados do milho s&o obtidos pelo processamento seco e
umido em diferentes etapas Na primeira etapa, o milho (apds limpo e seco), é
separado em endosperma e germe. Na segunda etapa, o fluxo do endosperma
€ moido e classificado para a obtencdo de produtos finais, e na terceira etapa o
germe passa por processo de extracdo para producéo de Oleo e farelo. Nesse
processo € obtido farelo peletizado, flocos de milho pré-cozidos, gritz, sémolas,
farinhas, fubas, creme e canjica (SILVEIRA et al., 2001 VECINO et al., 2014;
2015b; ).

A 4agua utilizada da maceracdo conhecida como milhocina é destinada a
estacdo de tratamento de efluentes que apresenta valores médios de DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio) de 14.000 mg.L-1 e DBO (Demanda Biolégica
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de Oxigénio) de cerca de 11.000 mg.L-1 (LOSS et al., 2009 XIAO et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2009;).

Algumas industrias utilizam a milhocina como fonte de energia na
producéo de celulose pela bactéria Acetobacter xylinum (ARAI et al., 2003). No
desenvolvimento de biomassa e polissacarideos por Pleurotus ostreatus, a
milhocina também vem sendo utilizada como fonte alternativa de nutrientes
(GERN et al., 2008 XIAO et al., 2012;).
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Capitulo I

Artigo 1

Monohexosylceramides from Rhizopus Species Isolated from Brazilian Caatinga:
Chemical Characterization and Evaluation of Their Anti-Biofilm and Antibacterial

Activities

Molecules. v. 1, n. 23, p.1- 13, Jun 2018 E1331. doi:
10.3390/molecules23061331 (ImpactFactor: 3.098)
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Abstract: Monohexosylceramides (CMHs) are highly conserved fungal glycosphingolipids playing a
role in several cellular processes such as growth, differentiation and morphological transition. In
this study, we report the isolation, purification and chemical characterization of CMHs from Rhizopus
stolonifer and R. microspores. Using positive ion mode ESI-MS, two major ion species were observed at
m/z 750 and m/z 766, respectively. Both ion species consisted of a glucose/galactose residue attached
to a ceramide moiety containing 9-methyl-4,8-sphingadienine with an amidic linkage to a hydroxylated
C16:0 fatty acid. The antimicrobial activity of CMH was evaluated against Gram positive and Gram
negative bacteria using the agar diffusion assay. CMH from both Rhizopus species inhibited the growth
of Bacillus terrae, Micrococcus luteus (M. luteus) and Pseudomonas stutzeri (P. stutzeri) with a MIC5, of
6.25, 6.25 and 3.13 mg/mL, respectively. The bactericidal effect was detected only for M. luteus and P.
stutzeri, with MBC values of 25 and 6.25 mg/mL, respectively. Furthermore, the action of CMH on the
biofilm produced by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) was analyzed using 12.5 and 25
mg/mL of CMH from R. microsporus. Total biofilm biomass, biofilm matrix and viability of the cells
that form the biofilm structure were evaluated. CMH from R. microsporus was able to inhibit the
MRSA biofilm formation in all parameters tested.

Keywords: monohexosylceramides; Rhizopus; biofilm; antibacterial activities
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1. Introduction

Fungi of the order Mucorales are commonly found in soil as saprophytes and decomposing organic
matter all around the world. In Brazil these fungi are widely found in the northeastern region in arid
and semi-arid ecosystems such as the Caatinga, which is an exclusively Brazilian domain in the semi-
arid region of Brazil [1,2]. Some species have been described as agents of systemic infections in
humans, especially in immunocompromised patients [3,4]. Rhizopus species are frequently and amply
distributed in soils of the Caatinga in the Brazilian Northeast [2]. Little was known about the cell wall
glycoconjugates of the Rhizopus species and, consequently, their specific functions in the fungal cell
and in their interaction with the environment.

Ceramide monohexosides (CMHs) are highly conserved fungal glycosphingolipids with structural
modifications that include different sites of unsaturation as well as fatty acid residues of varying length
in their ceramide moieties [5]. CMHs play diverse roles in fungal cell processes, such as growth and
morphological transition in Cryptococcus neoformans, Pseudallescheria boydii, Candida albicans,
Aspergillus fumigatus and Collectotrichum gloeosporioides [6—10]. In addition, CMH are important in
promoting alkaline tolerance in vitro due to the involvement of CMH in the regulation of membrane
fungal lipid domains that lead to the redistribution of CMH in the membrane in an alkaline
environment [11—13]. CMH also interact with defensins isolated from insects and plants [14]. Studies
on CMH with antimicrobial activity have been performed by isolating them from plants and
microorganisms, such as fungi, where they play a role in the microbial growth [15-18].

Bacterial infectious diseases are highly prevalent in tropical and developing countries such as
Brazil, affecting mainly hospitalized and/or immunosuppressed individuals [19—21]. Staphylococcus
aureus is one of the most frequently found bacteria and is the etiological agent of nosocomial
infections that is associated with the production of biofilm on medical implants. Furthermore, it
possesses a strong capacity to acquire resistance resulting in high rates of therapeutic failure [22,23].
In addition, several environmental bacteria, such as Pseudomonas stutzeri and Micrococcus luteus, have
emerged as opportunistic pathogens due to the increase in the number of immunosuppressed
individuals, either by immunosuppressive treatment after transplantation, HIV infection or cancer
[24-27].

In this context, the goal of this work was to characterize CMHs from two species of Rhizopus, R.
stolonifer and R. microsporus, and to evaluate the ability of these highly conserved fungal

glycosphingolipids to either inhibit the growth or to kill four different bacterial species. The influence of
both Rhizopus CMHs in methicillin-resistant S. aureus (MRSA) biofilm formation was also studied.

2. Results

2.1. CMH Purification and Chemical Analysis

The purification steps of CMH from the Rhizopus species grown in different media are shown in
Figure1A. The Folch lower layer containing neutral glycolipids was fractionated by silica gel
chromatography and the fractions monitored by HPTLC on silica plates developed with chloroform:
methanol: 2 M NH,OH (40:10:1 v/v). The spots were stained by spraying with orcinol-sulfuric acid
reagent (Figure1B).

An ESI-MS analysis (positive mode) was performed to elucidate the chemical structure of purified
CMHs from Rhizopus species. Lithiated molecular ions were observed at m/z 750 and m/z 766. A major
lithiated ion species at m/z 750 was observed in R. microsporus grown in PDB and YEPD media and in
R. stolonifer grown in YEPD medium, respectively. When submitted to the ESI-MS/MS analysis, these
major peaks exhibited a fragment at m/z 732 (loss of water) and daughter ions at m/z 588 and m/z 570
(loss of water). The loss of 162 mass units common to the CMHs analyzed corresponds to the loss of a
hexose residue (glucose or galactose) (Figure2A). The prominent ion at m/z 496 suggests the presence
of an extra hydroxyl group in the long chain base [9]. CMH from R. stolonifer grown in PDB medium
presents a major lithiated species at m/z 766. The loss of 162 units generated daughter ions at m/z 622
[M-hexose + Li*] and m/z 604 [M-hexose-H,O" Li*] corresponding to the ceramide monolithiated
ion (Figure2B). According to these results, we concluded that the glycosphingolipid structures
consisted of a hexose, long-chain bases (4-OH-9-methyl-octadeca-4,8-sphingadienine and 4-OH-9-
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methyl-eicosa-4,8-sphingadienine) and hydroxylated C16:0 fatty acids. After hydrolysis with 3 M TFA,
the constituent monosaccharides were identified by GC to be glucose and galactose in a ratio 1:1 from
both Rhizopus species studied.

Fungal Cells =
CHCL;/CH;0H (2:1 and 1:2 v/v) |_._| . -
1 2 3 4

P

Crude extract
R. stolonifer  R. nicrosporus

Folch’s partition

N

Upper Layer Lower Layer — CHCL,
J/ 5 Silica Gel —— CH;COCH;
Chromatography
Discarded — CH;0H

Figure 1. (A) Isolation and purification of glycosphingolipids from Rhizopus species. (B) High performance
thin layer chromatography (HPTLC) of neutral glycosphingolipid fractions by silica gel column
chromatography. P. CMH standard. Lane 1: Methanol fraction from R. stolonifer grown in potato
dextrose broth (PDB). Lane 2: Methanol fraction from R. stolonifer grown in yeast extract-peptone-dextrose
growth medium (YEPD). Lane 3: Methanol fraction from R. microsporus grown in PDB. Lane 4: Methanol
fraction from R. microspores grown in YEPD. Solvent system: Chloroform/methanol/2 M NH4OH (40:10:1
v/v/v). Detection: iodine vapor and orcinol-sulfuric acid reagent.
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Figure 2. ESI-MS [M + Li] analysis of GlcCer/GalCer from Rhizopus species. (A) CMH from R. microsporus
grown in PDB and YEPD, and CMH from R. stolonifer grown in YEPD. Major ions species at m/z 750. (B) CMH
from R. stolonifer grown in PDB. Major ions species at m/z 766.

2.2 Antibacterial Activity Evaluation

The antibacterial activity of CMHs from Rhizopus species was evaluated against six different species of
indicator bacteria using the agar diffusion assay (Tableiand Figure S1). In this assay, the lower
layer from Folch partition and CMH from both species (50 mg/mL—-10 HL), were able to inhibit the
growth of B. terrae, M. luteus and P. stutzeri, but there was no inhibition of other bacteria tested (B.
cepacea, E. coli, S. aureus and MRSA-S. aureus). The lower layer from Folch partition containing the
neutral lipids from the crude lipid extract shows lower inhibition when compared with the purified
CMH.

Table 1. Antimicrobial Activity of CMHs from Rhizopus species by Agar Diffusion Assay. Lipid samples (Folch lower layer
and CMH) from R. stolonifer and R. microsporus grown in PDB were dissolved in chloroform/methanol (2:1 v/v) at a
concentration of 50 mg/mL (10 pL). The negative control consisted of 10 pL of chloroform/methanol (2:1 v/v).

Inhibition (+) or No Inhibition (—)

Ritizopus Species Bacteria Species

Control Folch Lower Layer CMH

B. cepacen - - -

B. terrea - =+ +

E. coli - — -

R. stolonifer M. luteus - + +

S. aureus - — -

S. aureus MRSA — — —

P stutzeri — + +

B. cepacen - - -

B. terrea - + +

E. coli - — -

R. microsporus M. luteus - + =+

S. aureus — — —

S. aureus MRSA — — —
P stutzeri — + +
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To confirm the results obtained in the agar diffusion assay, the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) values of CMH were determined against B.
terrae, M. luteus and P. stutzeri (Table2). CMHs from both species showed considerable inhibitory
activity, with MIC;, of 6.25 and 3.13 mg/mL for M. luteus and P. stutzeri, respectively. CMH from
R. stolonifer with MICs, values of 6.25 mg/mL against B. terrae and 3.13 mg/mL for CMH from
R. microsporus. P. stutzeri was most sensitive to CMH, resulting in the lowest MIC;, and MBC values of
6.25 mg/mL, followed by M. luteus with MICs, of 6.25 and MBC of 25 mg/mL. However, CMHs did
not show antimicrobial activity against B. terrae (MBC > 50 mg/mL) (Figure3). Metabolic activity of the
bacteria was measured using XTT-assay for all concentration tested (1.57 to 50 mg/mL). CMHs from
R. stolonifer and R. microsporus were able to reduce the viability more than 50% at the concentration of
6.25 mg/mL Streptomycin/Penicillin were used as standard references for activity against B. terrae,
M. luteus and P. stutzeri.

Table 2. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) values from CMH of R.
stolonifer and R. microsporus grown in PDB media. MIC values from Streptomycin/Penicillin as a drug control.

CMH Fraction Bacteria MICso MBC
B. terrea 6.25 mg/mL  >50 mg/mL
R. stolonifer M. luteus 6.25 mg/mL 25 mg/mL
P. stutzeri 3.13mg/mL  6.25 mg/mL
B. terrea 3.13mg/mL  >50 mg/mL
R. microspores M. luteus 6.25 mg/mL 25 mg/mL
P. stutzeri 3.12mg/mL  6.25 mg/mL
B. terrea 0.004 mg/mL -
Streptomycin/Penicillin M. luteus 0.004 mg/mL -
P. stutzeri 0.004 mg/mL -

MICso Minimal Inhibitory Concentration; MBC Minimal Bactericidal Concentration.

y

B. terrea Qg
R. stolonifer M. luteus

P. stutzeri

B. terrea ”

R. microsporus M. luteus

P. stutzeri

Figure 3. Minimal Bactericidal Concentration (MBC) of CMHSs from Rhizopus species against B. terrea, M. luteus and P.

stutzeri analyzed by dot spot technique.

25 50 (mg/mL)
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2.2. Evaluation of Anti-Biofilm Activity

The effect of CMH (m/z 750) from R. microsporus on the biofilm produced by methicillin resistant

S. aureus (MRSA) was analyzed using two different concentrations (12.5 and 25 mg/mL). CMH was
not able to inhibit the growth of MRSA, however it could interfere with biofilm formation. Therefore,
S. aureus (MRSA) was chosen as indicator bacterium due to its multi-drug resistance and ability to form
biofilm. Representative biofilms formed by MRSA-S. aureus are shown in Figure4A and the absorbance
was determined at 600 nm (Figure4B). Absorbance values, mean, standard deviation and standard
error are represented in Figure4C. Biofilm production on polystyrene microplates was also analyzed
by correlating the results of three different analyses: The total biofilm biomass (including biofilm
structure depleted of planktonic cells) was evaluated using crystal violet assay (Figures5A, Table S1).
The production of extracellular matrix was, evaluated by safranin assay (Figure5B, Table S1), and the
metabolic activity of the biofilm was quantified using XTT-assay (Figures5C, Table S1). CMH from
R. microsporus was able to reduce the total biofilm biomass in both concentrations tested. The biofilm
matrix was also reduced and the metabolic activity of the biofilm was drastically decreased. Although
CMH was not able to kill MRSA, it was could capably interfere on the biofilm structure formation.

A B
Control of ) ke ,
Biofilm J L
Formation 0.6+ .
CMH E
(No CMH) S
a 044 4
Biofilm 2
formation in %
presence of m 0.24
CMH s
12.5 mg/mL L2

o
<

Control 12.5 25
CMH concentration (mg/mL)

Biofilm
formation in
presence of

CMH
12.5 mg/mL

© D o | Bt [Pt
Control 0.534 | 0,572 | 0.489 | 0,508 0.523 0,496 | 0,564 | 0,500 | 0,523 0.031 0.011

12.5mg/mL | 0,278 | 0.324 | 0.279 | 0.387 0.268 0,242 | 0,245 | 0.256 | 0.284 0,049 0,017

25 mg/mL 0.209 | 0.273 | 0.245 | 0.207 0.260 0.161 | 0.266 | 0.219 | 0,230 0,038 0.013

Figure 4. Effect of CMH on MRSA-S. aureus biofilm formation. (A) Representative biofilm formation at different
concentration of CMH (12.5 and 25 mg/mL) and control. (B) Quantification of total biofilm formed in presence or absence of
CMH. Absorbance determined at 600 nm. (C) CMH effect on MRSA biofilm formation determined by absorbance
measurement at 600 nm. Mean, standard deviation and standard error are represented. Statistical differences (* p <0.05, ** p <
0.001, *** p < 0.0001) are represented by asterisks (ns = not significant).
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Figure 5. Effect of CMH on MRSA-S. aureus biofilm formation, after 24 h of growth. (A) Total biomass of the biofilm was
quantified by crystal violet assay. (B) The biofilm matrix was quantified by safranin assay. (C) Metabolic activity of the cells
inside the biofilm was detected by XTT-reduction assay. Statistical differences (* p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.0001) are
represented by asterisks (ns = not significant) ((A) = absorbance). Control represent MRSA growth in absence of CMH. Values
represent the mean + S.D. of three independent experiments performed in triplicate.

3. Discussion

Glycosphingolipids are membrane lipids distributed among all eukaryotic cells. They are highly
enriched in the plasma membrane and are present in membrane microdomains together with sterols
and proteins. Glycosylceramides are the main neutral glycosphingolipids expressed in fungal
pathogens [7,28,29], and may have glucose and galactose as glycan motifs [30]. Glycosphingolipids
play an important role in relevant cellular functions such as cell growth, cell adhesion and motility,
carbohydrate-carbohydrate interactions and also act as potential antifungal agents [31,32]. In this
work, CMHs obtained from R. stolonifer and R. microsporus grown in PDB or YEPD medium had their
chemical structures elucidated by electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) and by gas
chromatography (GC). In this work, the role of CMH in inhibiting the growth of several bacterial
species or the biofilm formation in methicillin-resistant S. aureus (MRSA) was also studied.

The major glycosphingolipids detected in Rhizopus species grown in PDB and YEPD are N-2-
hydroxyhexadecanoyl-1-O-B-D-glucopyranosyl-4-OH-9-methyl-octadeca-4,8-sphingadienine ~ and  N-2)-
hydroxyhexadecanoyl-1-O--D-galactopyranosyl-4-OH-9-methyl-octadeca-4,8-sphingadienine with a
ratio of 1:1. The main difference between R. stolonifer CMHs grown in PDB medium and the other
Rhizopus species described above is the presence of 4-OH-9-methyl-eicosa-4,8-sphingadienine as the
main long chain base. To our knowledge, this is the first time that different CMHs structures were
identified in R. stolonifer grown in different culture media. CMHs with ceramide mono-, di-, tri-, tetra-
and pentasaccharides have been found in other Zygomycetes species as Mucor hiemalis [33].
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Currently, many clinically important and emerging pathogens are resistant to all or almost all
antibiotics tested. This is a serious public health problem with great medical and social dimensions.
The indiscriminate use of antibiotics has greatly increased the number of different bacterial species
resistant to antimicrobials, which are normally used in clinical settings [34]. Therefore, there is an
urgency for studies looking for the discovery of new antimicrobial agents.

In this context, CMHs isolated from R. stolonifer and R. microsporus grown in PDB were tested against
both pathogenic and opportunistic bacteria, such as B. cepacea, B. terrae and E. coli (Gram negative
bacteria), and M. luteus, P. stutzeri and S. aureus (Gram positive bacteria). In the agar diffusion assay, 50
mg/mL of the Folch lower phase (containing neutral lipids) or purified CMH from Rhizopus species
showed antimicrobial activity against B. terrae, M. luteus and P. stutzeri. The growth of B. cepacea, E. coli,
S. aureus and MRSA was not affected by either the Folch lower phase or by CMH. The best
antimicrobial potential was observed for CMH from both fungi, with MIC;, values of 3.13 mg/mL
against P. stutzeri, followed by M. luteus with MIC;, 6.25 mg/mL. The MIC values for CMH from R.
stolonifer against B. terrae was 6.25 mg/mL and from R. microsporus was 3.13 mg/mL. The CMHs
from both fungi were able to decrease the viability of the three indicator bacteria tested. However,
the bactericidal activity of CMH was only detected against M. luteus and P. stutzeri, with MBC
values of 25 and 6.25 mg/mL, respectively. Previous work has shown that glycosphingolipids,
which are amphipathic molecules, may present several biological activities, such as antimicrobial and
biosurfactant actions [35].

An important survival strategy of microorganisms is the formation of biofilm, which is considered an
adaptation to hostile environmental conditions [36]. Biofilms can be defined as a community of cells
attached to a substrate embedded in a matrix of extracellular polymeric substances. Inside the
structure of the biofilm, channels are formed that allow the passage of water, oxygen and nutrients [37].
The biofilm produced by S. aureus is an important virulence factor associated with many localized
infections. In this work, although CMH did not inhibit the growth of MRSA, we investigated whether
it would be able to inhibit the formation or disaggregation of the biofilm structure formed by MRSA.
The biofilm produced by MRSA in the presence or absence of CMH was evaluated by three parameters:
Total biofilm biomass, biofilm matrix and viability of the biofilm-forming cells. The results showed
that both CMH concentrations (12.5 and 25 mg/mL) were able to influence all tested parameters.
Biosurfactants isolated from Lactobacillus jensenii and L. rhamnosus showed anti-biofilm activities against
clinical Multidrug Resistant (MDR) strains of Acinetobacter baumannii, E. coli, and S. aureus (MRSA) at
the concentrations of 25 and 50 mg/mL [38]. However, the chemical structure of these molecules has
not been elucidated.

CMH could inhibit MRSA adhesion which represents the initial stage of biofilm formation [35].
However, studies are needed to investigate possible synergism between CMHs from Rhizopus species
and the antibiotics used routinely for the treatment of MRSA infections.

4. Material and Methods

4.1. Microorganisms and Culture Conditions

Rhizopus stolonifer UPC1300 and Rhizopus microsporus var. microsporus UPC1304, isolated from the
Brazilian Caatinga area, were supplied by the Culture Collection (RENNORFUN) from the Catholic
University of Pernambuco, Recife, Brazil. Strains were maintained in Sabouraud agar solid medium
under refrigeration at 4 °C. Cells were inoculated in Erlenmeyer flasks containing 200 mL of potato
dextrose broth (PDB) and/or YEPD (glucose 2%, peptone 2%, yeast extract 1%), and incubated at room
temperature for 7 days with orbital shaking (pre-inoculum). Cultures (200 mL) were then transferred
to the same medium (3 L) and incubated for a further 7 days at the same temperature with shaking. At
the end, the mycelium was filtered, washed with distilled water, and stored at —20 °C.
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4.2. Extraction and Purification of CMH from R. stolonifer and R. microsporus

Total lipids from intact hyphae of R. stolonifer and R. microsporus grown in PDB or YEPD were
successively extracted at room temperature using chloroform/methanol at ratios 2:1 and 1:2 (v/v), as
described [7]. The crude lipid extracts were partitioned with chloroform/methanol/ 0.45% KCl (8:4:3
v/v) as described by Folch et al. (1957) [39]. The Folch lower layer containing neutral lipids,
glycosphingolipids and phospholipids was fractionated on a silica gel column which was sequentially
eluted with chloroform, acetone and then methanol [12]. The recovery of glycosphingolipids by elution
with methanol was monitored by thin-layer chromatography (TLC), on silica gel plates developed
with chloroform/methanol/2 M ammonium hydroxide, 40:10:1 (v/v). The spots were visualized with
iodine and by charring with orcinol/H.SO,.

4.3. Sugar Analysis

Glycosphingolipids were hydrolyzed with 3 M trifluoroacetic acid at 100 °C for 3 h and the
released monosaccharides were characterized by HPTLC developed with n-butanol/acetone/water
(4:5:1v/v) and visualized by spraying with orcinol-sulfuric acid reagent. The monosaccharides were
converted to their alditol acetate derivatives and quantified by GC using the chromatograph GC-2010
Plus-Shimadzu, with a SH-RTX-5 capillary column (30 m, 0.25 mm ID, 0.25 Um df), programmed for
an initial isothermal period of 10 min at 190 °C, and subsequent temperature increase of 2 °C/min,
until 210 °C were reached [40,41].

4.4. ESI-MS Analysis

CMHs were analyzed by electrospray ionization (ESI-MS) in positive (ESI+) ion mode, using an
ESI-ion Trap instrument (Model Amazon SL, Bruker, Germany). CMHs were diluted in
chloroform/methanol/water (5:4:1 v/v), containing 1 mM lithium chloride and analyzed via direct
injection using a microsyringe pump (Hamilton) [42]. Nitrogen was used as nebulizer and carrier gas.

4.5. Antimicrobial Assay

4.5.1. Bacterial Strains

Burkholderia cepacea (American Type Culture Collection, ATCC 25416), B. terrea BSoo1 (Microbial
Ecology culture collection, University of Groningen, Groningen, The Netherlands), Escherichia coli
(American Type Culture Collection, ATCC11229), Micrococcus luteus (American Type Culture Collection,
ATCC4698) Methicillin Resistant Staphylococcus aureus-MRSA (American Type Culture Collection,
ATCC9393), Pseudomonas stutzeri R55 (Laboratory of Molecular Microbial Ecology and Microbial
Diversity Culture Collection, Instituto de Microbiologia Paulo de Goes, Universidade Federal do Rio
de Janeiro/UFRJ). Bacteria were grown at 37 °C in Luria-Bertani (LB) broth (peptone 10 g/L, yeast
extract 5 g/L and NaCl 5 g/L).

4.5.2. Antimicrobial Activity Assay

Antimicrobial activity of CMH [50 mg/mL in chloroform/methanol (2:1 v/v)] was determined against
all bacterial strains by the agar diffusion method with modifications. Briefly, 10 L of CMH (50
mg/mL) were spotted on a Petri dish containing LB agar medium. After evaporation of the organic
solvents, an inoculum of each bacterial strain containing approximately 1.5 x 108 colony forming units
(CFU/mL) prepared in Luria-Bertani broth medium was spread out on the plates, and the plates were
incubated for 24 h at 37 °C. A positive control with inoculum without CMH was included. Growth
inhibition zones were evidenced using MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide—Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) [43].
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4.5.3. Determination of MIC and MBC

MIC was evaluated by the dilution method in LB broth. CMH concentrations ranging from 15.7
mg/mL to 50 mg/mL were tested and 10 PL of the bacterial suspension containing 1.5 x 108
CFU/mL (0.1 ODs¢oo nm) were added to each well and incubated at 37 °C for 24 h. DMSO was used
as control (5% in LB broth medium) and streptomycin/penicilin was used as a reference
compound (8—0.015 pg/mL). After 24 h, the plates were read at 600 nm to evaluate the MICs,. After
MICs reading, MBC (minimal bactericidal concentration) was determined by subculturing an aliquot of
10 JLfrom each well that showed complete growth inhibition in LB agar medium without addition of
CMH and the bacterial growth was evaluated for the MBC determination. After 24 h, the MBC values
were defined as the lowest concentration of CMH able of eliminate bacteria [44]. The experiments were
carried outin duplicates. Following the MIC assays, cell viability was evaluated using XTT reduction
assay (XTT sodium salt—o0.5 mg/mL—Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) [45].

4.5.4. Effect of CMH on Inhibition of MRSA ATCC9393 Biofilm

50 WL of MRSA ATCC9393 suspension (0.1 ODeoo nm) in Tryptic Soy Broth (TSB) supplemented with
1% glucose were mixed with 50 JL of CMH (12.5 and 25 mg/mL) from R. microspores and added to
each well of a 96-well polystyrene plate. Culture medium with the bacterial suspension was used as
negative control. After 24 h incubation at 37 °C, the formed biofilm was gently washed with sterile
distilled water to remove planktonic cells, air-dried for 10 min and stained with 0.5% crystal violet for
10 min (total biofilm biomass) or 1% safranin for 10 min (biofilm matrix). The staining solutions were
discarded and the biofilms were rinsed gently twice with sterile distilled water. The crystal violet
impregnated in the biofilm was dissolved in 200 L of ethanol (95%, v/v), and the colored solution
was read at an absorbance of 595 nm using a spectrophotometer (Spectra MAX 340 Tunable; Molecular
Devices Ltd., San Jose, CA, USA). Safranin was dissolved in water (100 WL), and the absorbanceread
at 492 nm. Viability analysis of the cells in the biofilm was performed by XTT reduction assay. Biofilms
were washed with sterile distilled water, and 150 UL of XTT solution were added to each well. The XTT
solution was prepared by dissolving 5 mg of XTT in 10 mL of water, followed by the addition of 400
ML Menadione solution (0.17 mg/mL in acetone). After incubation at 37 °C for 1 h under protection
from light, the absorbance of the colored solution was measured at 490 nm.

4.6. Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad, San Diego, CA,
USA). A variance two-way ANOVA was performed using Tukey’s and Bonferroni’s comparisons tests
to evaluate the biofilm formation.

Supplementary Materials: The following are availaple, Figure S1: Antimicrobial Activity of CMHs from
stolonifer and R. microsporus against a panel of Gram-positive and Gram-negative bacterium by agar disc diffusion
method. CMH or Folch lower layer (Folch ) were dissolved in chloroform/methanol (2:1 v/v) at a concentration of
50 mg/mL. Each spot contained 10 PJL. The control spot contained 10 pL of chloroform/methanol (2:1 v/v). Growth
inhibition zones were evidenced by MTT assay. Table S1: Effect of CMH on MRSA-S. aureus biofilm formation.
Analyses were done correlating the results of total biofilm biomass (evaluated by crystal violet assay, As;o nm),
production of extracellular matrix (evaluated by safranin assay, A492 nm) and metabolic activity (quantified by XTT-
assay, A49onm). Mean, standard deviation (SD) and standard error (SE) are also shown. (A = absorbance).
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Abstract: O objetivo desse trabalho foi investigar a producao de quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus com
utilizacdo de efluente da industria de doces e milhocina com substratos de baixo custo. O micro-organismo foi
cultivado em diferentes concentragdes dos residuos e diferentes valores de pH de acordo com o planejamento
fatorial 23. A biomassa liofilizada foi submetida ao tratamento 4lcali-acido. Os polissacarideos foram
caracterizados por espectroscopia na regiao do infravermelho. A maior producdo de biomassa (14.11g/L) foi
obtida na condicao 6 (8% de efluente industrial, 5% milhocina e pH 5), o maior rendimento de quitina
(169.3mg/g) no ensaio 3 (4% de efluente industrial e pH 7), porém o maior rendimento de quitosana (239.1mg/g)
foi obtido no ensaio 1 (4% de efluente industrial e pH 5). A quitina e a quitosana apresentaram grau de
desacetilagao de 71,4% e 86% respectivamente. Foi demonstrado que o residuo industrial de doces é um
substrato renovavel e alternativo para producao de quitina e quitosana

Keywords: Rhizopus arrhizus; efluentes industriais; quitosana

1. Introduction

Rhizopus arrhizus sdo fungos que possuem numerosas aplicagdes biotecnoldgicas devido a producao de
metabdlitos secunddrios de interesse industrial [1-3]. No entanto, é uma das especies de micro-organismos que
tem sido pouco explorada para produgao de biopolimeros como quitina e quitosana [4].

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose, sendo o principal
componente do exoesqueleto de crusticeos, insetos e paredes celulares de fungos [5]. E insoltuvel em &gua,
solventes organicos, acidos diluidos e alcalis, e apresenta forma de solido cristalino ou amorfo [6-8]. A quitosana
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por sua vez, um copolimero de (1-4)-L-amino-2-deoxi-p-D-glucona (D-glucosamina), é a forma desacetilada da
quitina. Adicionalmente, a quitosana é soluvel em acidos organicos, o que constitui uma das principais
caracteristicas que diferencia a quitosana em relagdo a quitina [9, 10].

Esses biopolimeros funcionais sao biocompativeis, nao-téxicos e altamente biodegradaveis. Possuem
ampla variedade de aplicag¢Oes, tais como em alimentos, na biomedicina, agricultura, veterindria. Além disso, tém
sido largamente utilizado no tratamento de efluentes, ao ser empregado como agente quelante de metais, como
floculante, como adsorvente de corantes, adsorvente de anions metalicos, e outras aplicagdes [11-13].

A quitosana extraida da parede celular de fungos apresenta diversas vantagens quando comparado a
quitosana extraida de crustaceos, principalmente por nao possuir os residuos de proteinas que sdao os
responsaveis pelas reagdes alérgicas em seres humanos [14-16],

A producdo de quitina e quitosana a partir de fungos da ordem Mucorales constitui um processo
economicamente viavel pela possibilidade de uso de substratos renovaveis [13, 17, 18].Em processos
biotecnolodgicos, o uso de residuos industriais vem sendo constantemente utilizado com sucesso como fonte
renovavel, considerando a presenca de elevadas concentracdes de nutrientes ricos em fontes de carbono, fontes
de nitrogénio, vitaminas e sais minerais [19].

A produgao de quitina e quitosana de fungos da ordem Mucorales é um processo economicamente vidvel
devido a possibilidade de utilizacdo de substratos renovaveis [13, 17, 18]. Os residuos industriais tém sido
utilizados com sucesso como fontes renovaveis em processos biotecnolégicos, considerando a presenga de altas
concentragdes de nutrientes ricos em fontes de carbono, fontes de nitrogénio, vitaminas e minerais [19]. Por outro
lado, esses residuos gerados pelas industrias tém uma grande carga de poluentes, considerando a presenca de
substancias organicas. Portanto, tratamento e / ou reutilizacdo apropriados sao necessarios para minimizar o
impacto ambiental e, assim, obter produtos de alto valor agregado, contribuindo para a sustentabilidade [20].
Assim, o uso de residuos industriais para produzir biopolimeros funcionais de interesse industrial é uma
alternativa sustentavel e promissora, devido a minimizacdo de problemas ambientais causados pelo descarte
inadequado de diversos residuos [21].

Entre os residuos da industria alimenticia, destaca-se o efluente efluente da industria de doces como
excelente fonte de carbono para os micro-organismos, devido ao alto teor de glicose, sacarose, glicerina e parafina
[22], enquanto os residuos gerados pela industria de processamento de milho (residuo conhecido como licor de
macerag¢ao de milho ~CSL-) possui alto teor de aminoacidos, minerais e vitaminas [4].

Neste contexto, este trabalho investigou o potencial de R. arrhizus (ordem Mucorales, classe Zygomyecetes)
como fonte promissora de obtencado de quitina e quitosana produzida a partir de substratos renovaveis (efluente
da industria de doces e licor de milho), visando a viabilidade de sua aplicacdao em diferentes areas industriais..

2. Materials and Methods

2.1. Micro-organismos

O micro-organismo utilizado foi Rhizopus arrhizus, gentilmente cedido pelo Banco de culturas da
Universidade Catdlica de Pernambuco-UCP e registrado no World Federation Culture for Colletion - WFCC. Os
micro-organismos estio mantidos no meio Batata Dextrose Agar a 5°C.

2.2 Substratos
Foram utilizados como substratos o efluente da indtstria de doces (obtida de indtstria local -PE) e a
milhocina gentilmente cedidos pela Arcor S. A. e pela Corn Products Ltda, respectivamente.

2.3 Condigdes de cultivo

Rhizopus arrhizus foi crescido em placas de Petri (9 cm de diametro), contendo o meio YMA (Yeast Malt
Agar) de composicao (g/L): agar 20g, extrato de malte 3g, extrato de levedura 3g, peptona 5 g, glicose 10 g, 4gua
destilada 1000 mL e pH 5,8. Em seguida, as placas foram incubadas a temperatura de 28°C, por 120 h até ocorrer o
processo de esporulagao. Os esporos foram coletados e transferidos para frasco de Erlenmeyer contendo 50 mL
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de solucao salina tamponada a 0,9% [fosfato sodico monobasico 0,45 g, fosfato de sodio dibasico 5,8125 g, cloreto
de sodio 2,25 g], até a obtencado de 107 esporos/mL. Em seguida, 1 mL da suspensao foi transferida para placas de
Petri contendo o meio YMA incubadas a temperatura de 28°C por 24 horas.Posteriormente, 40 discos contendo o
micélio jovem foram utilizados como pré-indculo no meio de producao.

2.4 Produgdo de biomassa e de quitina e quitosana

A producdo de biomassa, quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus foi realizada em frascos de Erlenmeyer
contendo 100 mL dos meios de produgao constituidos por efluente da industria de doce e milhocina seguindo as
concentragOes estabelecidas pelo planejamento fatorial de 23 com ajuste do pH inicial (Tabela 1). O cultivo

ocorreu sob agita¢ao orbital de 150 rpm a temperatura de 28°C por 96h.

Tabela 1. Niveis e valores das varidveis independentes do planejamento fatorial completo 23.

Variavel Nivel
Independente -1 0 +1
Efluente (% p/v) 0,0 2,5 5,0
pH 5 6 7
Milhocina (% p/v) 4,0 6,0 8,0

2.4 Determinacdo da biomassa

A massa micelial foi removida por filtracdo a vacuo, lavada com agua destilada, gelada em seguida
congelada e liofilizada. A biomassa foi mantida em dessecador até atingir peso constante, sendo estimada por
gravimetria.

2.5 Extracdo de Quitina e Quitosana

O processo de extragao da quitina e quitosana foi realizado de acordo com Jin Hu et al., [23]. O processo
envolveu a desproteinizacao da biomassa liofilizada com NaOH a 1M na proporc¢ao de 1:40 (p/v), seguida de
autoclavagem (121 °C, 15 minutos), centrifugacao (4000 rpm, 15 minutos). O sobrenadante foi descartado e o
precipitado submetido a hidrdlise dcida usando acido acético 2% (v/v), autoclavagem (100 °C, 10 minutos) e
centrifugagao (4000 rpm, 15 minutos). O precipitado correspondeu a quitina, que foi lavada com agua destilada
gelada até pH proximo a neutralidade, e com o sobrenadante foi realizada a corregao do pH para 10-12 ocorrendo
a precipitacdo da quitosana. Em seguida, este biopolimero foi submetido a lavagens sucessivas com agua
destilada gelada até pH proximo a neutralidade e seco a temperatura ambiente.

2.6 Métodos Analiticos

2.6.1 Determinagio do pH

O pH dos diferentes ensaios foi determinado por potenciometria.

2.6.2 Planejamento Fatorial Completo

Planejamento fatorial completo 23, constituido por 8 ensaios e quatro repeticdes no ponto central foi
realizado para investigar os efeitos e interagdes das varidveis independentes pH, concentragio de efluente
industrial e a concentracao de milhocina (Tabela 1) sobre a varidvel resposta concentracdo de biomassa, quitina e
quitosana.
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2.6.3 Espectroscopia ao raio Infravermelho — IR

Dois miligramas de amostras de quitina e quitosana foram secas overnight a 60°C sob pressao reduzida e
completamente homogeinizadas com 100mg de KBr. Os discos de KBr preparados foram secos por 24 h a 110°C,
sob pressdo reduzida. A espectroscopia ao raio infravermelho foi realizada utilizando-se espectrdmetro com
transformada de Fourier (FTIR), BRUKER Mod. IFS. Discos de KBr serdo utilizados como referéncia. A
intensidade das faixas de absor¢ao maxima foi determinada pelo método de linha base.

2.6.4 Determinagdo do grau deacetilagido (DD%)

O grau de desacetilacdo da quitina e acetilacdo da quitosana serdo determinados usando espectroscopia ao
raio infravermelho - IR 2, aplicando a faixa Aiess/Asso e calculado de acordo com a equacao: DA (%) = (A1ess/Asaso)
X100/1.33

2.6.5 Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (1H - RMN)

Os espectros de 1H-RMN foram obtidos em um espectrometro Varian Unity Plus 300 MHz. Com o objetivo
de melhorar a resolucdo dos picos foram estipuladas as seguintes condi¢des: pulso acumulado de 16 varreduras e
LB de 0,30 Hz. A largura espectral e os pontos foram de 5000 Hz e 64 K, respectivamente. Os espectros foram
calibrados a partir do sinal devido a HOD em 4,1 ppm. Para obter os espectros de 1H-RMN a amostra foi
dissolvida seguindo o procedimento descrito na literatura [12]. Inicialmente, uma solugdo acidificada 1% (v/v) foi
preparada pela adi¢do de 0,01 mL de HCl concentrado a 0,99 mL de D20O. Cerca de 10 mg de amostra foram
adicionadas a 1 ml desta solucdo e mantida sob agitagdo constante por 24 horas a temperatura ambiente. Uma
aliquota dessa solugdao viscosa foi colocada em tubos de quartzo de 5 mm de didmetro. Para diminuir a
interferéncia do sinal do solvente (HDO) com os picos da amostra, o experimento foi conduzido a uma
temperatura de 70°C.

3. Results and Discussion
3.1 Producdo otimizada de quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus

O conhecimento nutricional dos fungos é de grande importancia em processos biotecnoldgicos, permitindo a
otimiza¢do dos recursos e promovendo a diminuigdo dos custos de produgdo de biomassa e bioméculas de
interesse. Assim, neste estudo, os componentes do meio de producdo (milhocina e efluente) provavelmente
supriram as exigéncias nutricionais necessarias para o crescimento do micro-organismos e promoveram a
producao da biomassa.

A tabela 2, apresenta a matriz descodificada de planejamento fatorial completo 23 dos fatores fluente, pH e
milhocina, para a produgao de biomassa por Rhizopus arrhyzus, atingindo valores 14,11g/L, na condicao 6 (5% de
efluente, 8% de milhocina e pH 5,0). O resultado sugere que o cultivo em maior concentragdo dos residuos
agroindustriais favorece o crescimento do Rhizopus arrhizus. Resultado semelhante foi relatados por Cardoso et
al., [24], ao utilizar a milhocina e mel no meio de cultivo para o crescimento por Rhizopus arrhizus, obtendo
11,71g/L de biomassa. Outros estudos confirmam que a milhocina favorece o crescimento de fungos filamentosos
e unicelulares [25][4].
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Tabela 2. Matriz descodificada de planejamento fatorial completo 23. Fatores: efluente, pH e milhocina
na produgao de biomassa, quitina e quitosana por Rhizopus arrhyzus apds 96 horas de crescimento

Ensaio  Efluente pH Milhocina Bl(()gn/lLa)s s Qu;/z e Qulto(/lsana
1 4,0 5,0 0,0 7,08 15,22 23,91
2 8,0 5,0 0,0 7,42 10,00 3,61
3 4,0 7,0 0,0 6,84 16,93 7,48
4 8,0 7,0 0,0 7,26 9,65 15,10
5 4,0 5,0 5,0 13,55 7,09 3,27
6 8,0 5,0 5,0 14,11 9,53 3,93
7 4,0 7,0 5,0 11,51 8,53 1,54
8 8,0 7,0 5,0 13,31 9,48 1,23
9 6,0 6 2,5 11,34 8,73 2,63

10 6,0 6 2,5 11,11 10,12 3,00
11 6,0 6 2,5 11,09 11,74 2,67
12 6,0 6 2,5 11,28 10,09 1,87

Os resultados da produgao da massa micelial encontrados neste trabalho foram superiores aos encontrados
por by Franco et al. [18] (11,6 g/L), Oliveira et al., [26] (7,54 g/L) e Berger et al., [4] (5,67 g/L) utilizando C. elegans.
Resultados inferiores também foram encontrados utilizando Rhizopus arrhizus e Synowieck; Al-Khateeb [9] em
torno de 4,0 g/L apds 48 horas de crescimento.

Contrariamente a producao de biomassa a milhocina nao favoreceu a producdo de quitosana. Resultado
oposto foi obtido por Oliveira et al. [17], obtiveram o melhor rendimento de quitosana por C. elegans em maior
concentracao de milhocina, assim como, Leite et al. [22],, que na condi¢do de maior concentracdo milhocina
obtiveram maior rendimento de quitosana por Syncephalastrum racemosum. No entanto, Berger et al. [10],
obtiveram maior rendimento de quitosana na condi¢ao com menor concentracao de milhocina.

A Figura 1, apresenta o diagrama de Pareto, e o grafico dos efeitos médios para avaliagdo da interagdo e os
efeitos provocados pelas variaveis independentes efluente da industria de doce, milhocina e pH, assim como as
suas associagdes, na produgao de biomassa por Rhizopus arrhizus. De acordo com os resultados obtidos no
diagrama de Pareto (Fig.1- a), a milhocina (3) e o efluente da industria de doce (1) foram as variaveis
independentes que apresentaram influéncia positiva, indicando que maiores concentragdes desses substratos no
meio possibilita uma maior produgao da biomassa fiingica.

Resultados similares de relevancia estatistica na producdo de biomassa apos cultivo de fungos Mucorales em
meio contendo milhocina foram reportados por Berger et al [4], no crescimento de R. arrhizus e Cunninghamella
elegans, assim como nos estudos realizados por Lima et al. [27], apos cultivo de Cunninghamella echinulata. Assim,
os resultados obtidos neste estudo confirmam o potencial da milhocina como substrato alternativo e de baixo
custo.

Outra variavel independente que foi significativa do ponto de vista estatistico foi o pH (2). No entanto, o
efeito foi negativo na producao da biomassa o que sugere que um aumento no pH do meio afeta o crescimento do
fungo. A Figura 1-b, confirma as informacdes obtidas pelo diagrama de Pareto demonstrando, em que a interacao
entre das variaveis independentes pH (2) e milhocina (3) foram antagonicas, uma vez que mostra que maiores
concentragdes da milhocina e menores valores de pH influenciam na producdo de biomassa, e que a interacgao
entre as varidveis efluente industrial (1) e pH (2) é antagonica, assim como o grafico confirma a interacao
sinérgica entre o residuo do efluente (1) com a milhocina (3), uma vez que maiores concentragdes de ambos os



Potencial biotecnoldgico de amostras de Rhizopus spp.. 66

residuos influenciam positivamente. No mesmo grafico confirma a interagdo antagonica entre todas as varidveis
estudadas sobre a producao da biomassa.

Predicted Means for Variable: Biomass
Model includes: Main effects, 2-way inter., 3-way inter.

-------

o [ v

3333333

(a) (b)
Figura 1. Diagrama de Pareto (a) e grafico dos efeitos médios (b) mostrando as intera¢des das variaveis
independentes na producdo de biomassa por Rhizopus arrhizus

Por outro lado, os efeitos das varidveis independentes efluente de doces (1), milhocina (3) e pH (2) na
producao de quitina por Rhizopus arrhizus apresentados na Figura 2. De acordo com o diagrama de Pareto (Fig.
2a) a variavel independente milhocina e a associagao entre o efluente (1) de bala e a milhocina (3), foram as que
tiveram efeito significativo sobre a producdo de quitina. Na figura 2b, mostra que a interagao entre os residuos (1
e 3) teve efeito sinérgico negativo, em que menores concentragdes dos substratos favorecem a produgao de
quitina.

Predicted Means for Variable: Quitina

Model includes: Main effects, 2-way inter., 3-way inter.
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Quitina

DV: Quitina
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Figura 2. Diagrama de Pareto (a) e grafico dos efeitos médios (b) mostrando as intera¢des das variaveis
independentes na producao de quitina por Rhizopus arrhizus

A produgao de quitosana por Rhizopus arrhizus avaliada pelo Diagrama de Pareto (Fig. 3a) demonstra que
todas as variaveis independentes, assim como as suas associacdes, foram significativas do ponto de vista
estatistico com os valores acima de p. No entanto, a varidvel que foi mais significativa para obtencao da

quitosana foi a milhocina, porém provocou efeito negativo sob a produgao. Em adigdo, a associacdo entre o
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efluente de bala e o pH foi significativo e provocou efeito positivo na producao de quitosana favorecendo sua
maxima producdo. Os dados sobre a interagdo das varidveis podem ser confirmados pelo grafico dos efeitos
médios de interagao (Fig. 3b) em que demonstra a interagdo antagonica entre as trés variaveis (1,2 e 3), interagao
antagodnica entre o efluente industrial (1) e o pH(2) e interacdo sinérgica entre o efluente industrial (1) e milhocina
(3) para produgao de quitosana.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Quitosana
DV: Quitosana

Predicted Means for Variable: Quitosana
Model includes: Main effects, 2-way inter_, 3-way inter_
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Figura 3. Diagrama de Pareto (a) e grafico dos efeitos médios (b) mostrando as interagdes das variaveis
independentes na producao de quitosana por Rhizopus arrhizus

3. Grau de desacetilagdo (%)

O espectro de infravermelho da quitina mostrou a presenca de bandas caracteristicas como os picos 1473
cm 1, 1560 cm ~ e 1648 cm "1, que corresponde ao estiramento da ligacdo CN mais abaulamento de CHs. Assim
como a Deformacdo N-H no plano CONH, incluindo a amida Il; e alongamento do grupo carbonila, C = O (amida
I) porém menos intenso (Figura 4 - a). Segundo Berger [4], a intensidade do grupo acetil no grupo amina
(estiramento, C = O, amida I) corresponde o grau de acetilacdo.

1648 ¢m ™t

1562¢m !

1480 cm
633 dm p!

0.4 T T T T T T T 1 T T T T 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3000 2000 1000 0

Wavenumber ™ Wavenumber™™*

(a) (b)
Figura 4. Espectros de absor¢ao no infravermelho dos polimeros microbioldgicos obtidos de Rhizopus arrhizus (a) quitina (b)
quitosana

Assim como o espectro infravermelho da quitina, a quitosana mostrou bandas de amida entre 1480 cm "1,
1562cm ~ ! e 1633 cm "1, porém com menos intensidade que a quitina, em especial o pico de 1650 cm ~ 1.
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Segundo Ebrahimzadeh [28]. durante o processo de produgdo de quitosana, o grupo acetil é retirado por
hidrdlise e, logo, a banda carbonilica é retirada em quitosana. Contudo, a presenca de um grupo acetil no grupo
amino comprova que a quitosana nao é totalmente desacetilada. Resultados similares foram observados por
Berger .[4]. Os espectros de infravermelho da quitina e quitosana obtidos por R. arrhizus da condigdo 1 do
planejamento fatorial 23 foram utilizados para determinar o grau de desacetilacdo. Os DD% calculados para
quitina fungica e quitosana foram 71,4% e 86%, respectivamente.

4. Conclusao

O meio de producgao constituido de efluente da industria de doces e milhocina utilizados como fonte de
carbono e nitrogénio demonstram ser um meio alternativo e de baixo custo para producao de biomassa fungica.
O R. arrhizus, apresenta elevado potencial na producao de quitosana em meio alternativo. O efluente industrial de
doces pode ser utilizado de forma eficiente para a produgao de quitina e quitosana. Varia¢oes de valores de pH
influenciam significativamente na produgao de quitosana.
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Conclusdes Gerais

Os estudos realizados com o género Rhizopus sdao apresentados a partir dos resultados obtidos as

seguintes conclusdes com cada estirpe isolada de solos da caatinga de Pernambuco, Brasil:

a)

b)

Rizopus stoloniferUCP 1300 e Rhizopus microsporus UCP 1304

Presenga em ambos os fungos de glicoesfingolipideo monohexosilceramida;

Os glicoesfingolipideos fungicos demonstram ser altamente conservados;

Ambas as espécies apresentaram residuo de glicose / galactose ligado a uma porgao de
ceramida contendo 9-metil-4,8-esfingadienina com uma ligacao amidica a um 4cido graxo C16:
0 hidroxilado;

A atividade antimicrobiana da CMH contra bactérias Gram positivas e Gram negativas;

O efeito bactericida de CMH foi detectado apenas para M. luteus e P. stutzeri; e

O CMH isolado de R. microsporus inibiu o biofilme produzido por Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (MRSA).

Rizopus arrhizus 1295

O meio de producdao constituido de efluente da industria de doces e milhocina utilizados como
fonte de carbono e nitrogénio demonstram ser um meio alternativo e de baixo custo;

R. arrhizus, apresenta elevado potencial na producdo de quitina e quitosana em meio
alternativo;

O efluente industrial de doces pode ser utilizado de forma eficiente para a producéo de quitina
e quitosana,

Os estudos estatisticos demonstraram que as variagbes de valores de pH influenciam
significativamente na producao de quitosana,

O efluente industrial associado a milhocina foi mais eficiente na producéo de quitina;

A producao de quitosana é influenciada pela presenca de milhocina;

Ambos os co-polimeros, qutina e quitosana demonstraram elevado grau de acetilagdo e

desacetilacéo.
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Abstract

This study was screened four Rhizopus species to biosurfactant-producing using different
markers. First of all Rhizopus sp. UCP 1607 was identified as R. arrhizus by morphological and
molecular methods. The production of biosurfactant/bioemulsifier was investigated by
submerged fermentation using soybean post-frying oil (5% v/v) and sodium glutamate (1% wi/v)
medium. The primary markers hemolysis and parafilm M tests showed that R. arrhizus UCP1607
strain producing higher hemolytic activity (49 mm of clear zone) on sheep blood agar, and
parafilm M test exhibited a larger drop diameter (12 mm) on parafilm hydrophobic surface. The
experimental results showed the most promising biosurfactant production by R. arrhizus UCP
1607 strain resulting in the reduction of surface tension of 31.8 mN/m, and the measurement of
the diameter of the oil spreading of the 66.4 cm?. The strains R. microsporus var. chinensis
UCP1296, R. microsporus var. microsporus UCP1304 and R.arrhizus UCP1607 were capable of

forming stable emulsions corresponding to 91.7%, 94.8%, and 82.6%, respectively in crude oil.

Key words: Tensio-active agent, bioemulsifier, screening of Rhizopus strains, submerged

fermentation.
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1. Introduction

Caatinga is a biome that comprises an extensive semi-arid area of 969.589,4 km?, located in the

Northeast of Brazil. A prominent feature of the biome Caatinga is the climate markedly characterized by
severe environmental conditions where high temperatures with the minimum above 15°C and the
maximum around 40°C, intense insolation, scanty water resources, and the annual rainfall in the area is
estimated to be lower than 1000 mm, leading to prolonged periods of serious drought. Moreover, the
predominantly shallow soils present low natural fertility [1,2]. These environmental conditions of the semi-
arid region of Caatinga biome have a direct influence on soil microbial life. Thus, microorganisms to
survive in these stressful factors have developed adaptive mechanisms of response, synthesizing
appropriate metabolites [2,3].
Studies aiming to explore the biotechnological potential of genus Rhizopus have demonstrated that
species of this genus are able to produce different types of compounds of an enormous industrial
importance namely enzymes [4], organic acids [5], chitin and chitosan [6], including biosurfactant
production [7].

Biosurfactants are products of the metabolism of living cells especially of bacteria, yeasts and
filamentous fungi that may be produced extracellularly or as part of cell membranes [8].

Structurally biosurfactants are amphipathic molecules possessing hydrophobic and hydrophilic
domains [9]. Their complex structural organization gives them important physico-chemical properties such
as lowering surface and interfacial tensions between immiscible phase systems, promoting the formation
of micelles through which hydrophobic compounds can be solubilized in water or vice-versa [10]. In
addition, these compounds are known to be efficient dispersing and emulsifying agents, exhibit higher
foaming and wetting abilities, displaying low critical micelle concentration (CMC) [11]. These properties
make biosurfactants molecules with a wide range of practical applications in the bioremediation of
contaminated environments, enhanced oil recovery, as ingredients in the food processing industry,
cosmetics and pharmaceutical industry [11,12].

The natural origin of these molecules turn them more interesting compounds, along with non/lower
toxicity, higher biodegradability, effectiveness at extreme conditions (of pH, temperature, and salinity),
biocompatibility, and specificity in their function [12]. Due to their advantages and numerous possible uses
in different areas microbial surfactants has been de central point of diverse studies aiming to identify
potential microorganism producers of these molecules [13]. However, the majority of screening studies
has been carried out using bacteria [14,15,16,17], and outgrows by far those evaluating the fungi
producing potential [18,19].

With this in mind, it is attractive the discovery of biosurfactant producing microorganisms capable of
inhabiting environments featured by adverse typical conditions such as extreme salinity, higher

temperatures, scanty humidity [20,15,21].
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In this work, was done the identification of Rhizopus sp. UCP 1607, as well as the new efficient
biosurfactant-producing strains were screened by primary markers (hemolysis and parafiim M tests), and
properties of the biosurfactant including, surface tension reduction, oil spreading activity and emulsification

ability were studied.

1. Materials and Methods

a. Micro-organisms

Four Rhizopus strains from the semi-arid region of Caatinga biome were screened for
biosurfactant/bioemulsifier production. Three of them named Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295,
Rhizopus microsporus var. chinensis UCP 1296, and Rhizopus microsporus var. microsporus UCP 1304
were kindly provided by the culture collection of Nucleus for Research in Environmental Sciences and
Biotechnology, Catholic University of Pernambuco, Recife-PE, Brazil which is registered in the World
Federation for Culture Collections (WFCC).

b. Fungus isolation

The new Rhizopus sp. Strains was isolated from Caatinga soil sample collected in Rio Grande do Norte
state, Northeast of Brazil were used following media (g/L): wheat germ agar medium (wheat germ 15;
glucose 5 and agar 15, supplemented with chloramphenicol 0.1), malt extract agar (MEA) (malt extract 20;
agar 20), Sabouraud dextrose agar (SDA) (peptone 10; glucose 40 and agar 20). The isolation of the
fungus was carried out by soil sprinkling technique according to Benny [22]. Briefly, 5 mg of soilsample
were weighed using a precision balance, and then were spread onto wheat germ agar medium plates and
incubated at 28°C until sporulation. Then after that, using a sterile syringe mature sporangiospores were
transferred directly from the colonies to MEA plates and then incubated at 28°C for 7 days. Pure culture of
the isolate was maintained on SDA slants and stored at 4°C in a refrigerator. Transfers were done to fresh

SDA slants each three months to maintain the isolate viable.

2.2 Morphological and molecular identification

The macroscopic and microscopic identification was conducted according to Zheng et al. [23]. The
macroscopic morphology (colony size, aspect and color) was attained by naked eye examination of 5-7
days old culture grown on potato dextrose agar (PDA) medium (g/L peeled potato 200, dextrose 20, and
agar 15). The microscopic morphology was observed by light microscopy using Lactophenol Cotton Blue
staining and distilled water.

The genomic DNA was extracted from mycelium grown on PDA for 72 hours, at 28°C by the CTAB
DNA Extraction Protocol method, adapted from Doyle and Doyle [24]. The ribosomal DNA ITS1-5.8S-ITS2
and LSU regions were amplified by polymerase chain reaction (PCR) on a Peltier PTC-100® thermocycler
(MJ Research, Inc., USA) in a total volume of 25 pL of sample. The rDNA ITS regions were amplified
using primers ITS1 (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') and ITS2 (3-GCTGCGTTCTTCATGAGC-5",
[25].
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The D1/D2 LSU region of the rDNA was sequenced using primers NL1 (5
GCATATCAATAAGCGGAGGA-3) and NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGGGTCG-3)

[26]. The amplicons purified with PureLink - PCR Purification Kit C/50rxn Columns -

Invitrogen and sequenced by ACT Gene Molecular Analyzes, Alvorada-RS.

2.3 Screening for biosurfactants production

2.3.1 Primary Screening: Hemolysis and Parafilm M tests

Preliminary identification of the potentially biosurfactant-producing Rhizopus strains was performed by
the hemolytic activity test [27]. Spores of Rhizopus strains was inoculated on the central part of the agar
plate containing 5% (v/v) of defibrinated sheep blood and incubated at 28°C for four days. The
experiments were monitored forobservation of hemolytic activity which was detected by appearance of
clear zone on blood agar plate.

Parafilm M assay is a rapid and simple test that does not require specialized equipment and can be
carried out with small sample volumes. The test consisted of placing 25 yL of mycelia-free metabolic liquid
on hydrophobic surface of the parafilm M strip. The shape of the drops was examined after 1 min, and its
diameters were measured using a caliper. The presence of the surface active compounds in the mycelia-
free metabolic liquid was detected by the flat shape of the drop, while the semispherical shape indicates

the absence of biosurfactant/bioemulsifier. The medium without microorganism was used as control [18].

2.4 Biosurfactant/bioemulsifier production

The strains R. arrhizus var. arrhizus UCP 1295, R. microsporus var. chinensis UCP 1296, R.
microsporus var. microsporus UCP 1304, and Rhizopus sp. UCP 1607 were grown on PDA for 96 hours at
28°C. Spore suspensions were prepared in the sterile water and adjusted to 107spores/mL, and 5% of
suspensions were inoculated in Erlenmeyer flasks containing 100 mL of the medium constituted by
soybean post-frying oil (5% v/v), sodium glutamate (1% w/v), and salt solution (g/L): (NH4NO3 1.0, KH2PO4
0.2, and MgS0a4.7H20 0,2), and the pH was adjusted to 5.5. The flasks were incubated in orbital shaker at
150 rpm, at 28°C during 96h. The net metabolic liquid containing biosurfactant was obtained by filtration

followed by centrifugation (10.000x g for 15 min), and was used to secondary screening.

2.4 Secondary screening
2.4.1 Surface tension determination

The measurement of surface tension in the mycelia-free broth was performed using an automatic
Tensiometer (model Sigma 70 KSV Ltd, Finland), utilizing the Du Nouy ring method as described by

Kuyukina et al. [28]. The results were reported as the average of measurements in triplicate.
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2.4.2 Oil spreading assay

In order to determine the biosurfactant dispersing ability was undertaken the oil spreading test by
placing 40 mL of distilled water in a Petri dish (15 cm of diameter), and this was followed by addition of 1.0
mL of burnt motor oil onto water layer surface. After that, 0.5 mL of metabolic liquid (A), 0.5 mL of
commercial detergent (B), 0.5 mL of chemical surfactant SDS (C), and 0.5 mL of distilled water (D) were
placed in the center of the oil film. The presence of the biosurfactant/bioemulsifier in the mycelia-free
broths was detected by the spreading of oil resulting in the formation of oil displacement areas. The clear
zone diameters were measured and the respective oil displacement areas (ODA) were determined and
expressed in cm? using the equation below [29]. The experiments were performed in triplicate. ODA = 3.14

Xr2

2.4.3 Emulsification index (Eza)

The emulsifyer properties of the biosurfactant in crude extracts produced by Rhizopus strains was
evaluated by emulsification index assay. For determination of emulsification index 1.0 mL of mycelia-free
metabolic liquid containing biosurfactant and 1.0 mL of burnt motor oil were mixed together in a test tube,
and then homogenized vigorously for
2 min at room temperature (25°C). After 24 hours measurements were performed through the

equation:
E24 (%) = He/Ht x 100,

where He = emulsion height; Ht = mixture total height [30].

2. Results and Discussion

a. lIsolation, phenotypic and molecular Identification
The isolation of Rhizopus sp. UCP 1607 from the Caatinga semi-arid region soil sample was
accomplished on basis of colony morphology (Figure 1). The isolate showed rapid growth on PDA plates
at temperature of 28°C, covering the entire Petri plate of 9 cm in diameters with abundant mycelia, and the
colonies were cottony, initially white and later turned gray blackish (A). Under light microscope straight and
opposite sporangiophores arising from rhizoids were observed (B). Rhizoids finger-like branched (C).

Straight to substraight, 2-3 in groups and opposite sporangiophores arising from
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rhizoids, 285 to 840-1000 pum long, 8-17 um diameters. Sporangia black, globose to slightly depressed
globose, 72-168 um diameter. Columellae subglobose, 50-114 x 78- 149 um, light grayish-brown.
Sporangiospores ovoid, the mostly regular in shape and size, 5-7 x 4-6.5 um, light gray the solitary (D).

The fungus was identified as belonging to
R. arrhizus [23].

Species of Rhizopus are worldwide distributed inhabiting different environments, so they may be
isolated from soil, dung, decaying organic material and mature fruits and a variety of food products [31].

Some species of this genus live as pathogens causing diseases in humans, animals and plants [32].

e Wl BTl

Figure 1. Photographs of macroscopic characteristics of Rhizopus sp. UCP 1607 grown on

potato dextrose agar (A), under light microscope straight and opposite sporangiophores arising
from rhizoids were observed (B). Rhizoids finger-like branched (C). Sporangiospores (D).

There are various studies on isolation and assessment of diversity of tropical areas filamentous fungi
including Brazil [33,34], only few reports are referred to isolates from semi-arid environments [35,36,37]. In

this context, little is known about filamentous soil mycota of the Caatinga biome.

Considering this fact Cavalcanti et al. [38], studied the diversity of soil filamentous fungi in Xingd, state
of Bahia, a region with typical Caatinga ecosystem. Among Zygomycota two Rhizopus species were
isolated and identified as R. microsporus var. chinensis and R. microsporus var. microspores. Santiago et
al . [31], worked with soil samples of three different semi-arid areas of the state of Pernambuco to evaluate
the distribution of Mucorales order. The authors reported the R. microsporus var. microsporus (10.19%)
and R. arrhizus var. arrhizus (7.41%) as one of the most frequent genus in the three areas. In this study R.
stolonifer and R. microsporus var. chinensis were isolated from the same area. Oliveira et al. [39],

assessed the diversity of
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filamentous fungi from soil in the same state and identified same species as R.

microsporus var. microsporus and R. arrhizus.

We observe that molecular identification of the isolate, using the nucleotide sequence found was
compared to those deposited in NCBI (National Center for Biotechnology Information website) using the
BLAST program. The results identified homology of 95% of similarity to Rhizopus arrhizus. In the current
study, the phenotypic characteristics of the R. arrhizus matched with the molecular analysis for the
definitive identification of the fungus. Different rDNA regions have been frequently used for the
identification of Mucorales. Moreover, the 18S regions of the small ribosomal subunit, the region of the
internal transcribed spacer (ITS), and the large ribosomal subunit (LSU) region are the most commonly
used as markers [40,41,42,43].

b. Detection of biosurfactant-producing Rhizopus strains

According to Thavasi et al. [44], microorganisms with positive hemolytic activity for production of
biosurfactants showed a clear zone in the blood agar plates. In this context, only the strain R. arrhizus
UCP1607 produced extracellular compound on the blood agar and formed higher halo (40 mm), during the
radial growth (72h). The hemolytic activity demonstrated by R. arrhizus strain was superior to that
presented by Aspergillus sp. MSF1, which clear zone showed diameter of 7 mm on blood agar medium as
described Kiran et al. [27]. The hemolytic activity was employed by several authors as initial criterion for
selection of biosurfactant producers [14,16]. However, Satpute et al. [45], recommend the use of more
than one screening method for indication of biosurfactant-producing microorganisms.

Parafiim test and surface tension determination are both physical methods widely applied for
identification of biosurfactant-producing microorganisms [18,46]. The results from parafim M assay
showed that Rhizopus strains tested in current study were able to produce biosurfactants with different
surface-active properties, since the droplet diameter of the metabolic liquid of each strain was larger,
compared with fresh culture medium (Table 1). However, the best results were exhibited by the new strain
of R. arrhizus UCP 1607 forming largest drop (12 mm diameter) on the hydrophobic surface (parafiim M
strip) (Figure 2).
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The surface tension of the cell free broth from R. arrhizus UCP1607 reached lowest value (31.8 mN/m).
Correlations between the drop diameters and the reduction of surface tension and the drop spreading
value from Rhizopus strains were observed (Table 1).

Sari et al. [18], evaluated the capability of isolates of Pseudozyma strains for biosurfactants production,
and found the surface tensions varying 35.8 — 44.3 mN/m. Therefore, it concluded that the biosurfactants
produced by all Rhizopus strains were their primary metabolite, due to the production of growth-associated
biosurfactant.

According to Sharma et al. [47], a microorganism is considered a good surface-active compounds
producer if its net metabolic liquid is able to reduce the surface tension of water from 72 mN/m to 35 mN/m
or below this value. Similar criterion for biosurfactants- producing microorganism detection was applied by
Ariech and Guchi [48], considering surface-active potential biomolecule reduced the surface tension below
40 mN/N.

Table 1: Evaluation of tenso-active produced by Rhizopus strains using parafilm M test and
surface tension determination.

Strain Parafilm M Test (mm) Surface Tension (mN/m)
Rhizopus arrhizus var. arrhizus 8 35.0
UCP 1295
10 33.3

Rhizopus microsporus var.

chinensis UCP 1296

Rhizopus microsporus var. 9 34.7
microsporus UCP 1304

Rhizopus sp. UCP 1607 12 31.8
Fresh medium (control) 6 e
Fresh medium UCP 1295 UCP 1296 UCP 1304 UCP 1607

Figure 2: Tensoactivity of crude biosurfactants of the Rhizopus strains on parafilm M
hydrophobic surface.
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c. Dispersing capacity and Emulsification Activity of the Rhizopus strains

The oil displacement assay requires no specialized equipment, and also the method is rapid and simple
which can be undertaken with small volumes of sample [13]. The Table 2 showed the results for dispersing
ability of the crude biosurfactant extracts produced by Rhizopus strains. Thus, significant oil displacement
activities were demonstrated by biosurfactants produced by R. microsporus var. microsporus UCP1304
and R. microsporus var. chinensis UCP1296 corresponding to 39.6 cm? and 56.7 cm? of oil displacement
areas, respectively. However, the biosurfactant produced by R. arrhizus UCP1607 exhibited excellent
potential in the dispersion of burnt motor oil on water surface that resulted in 66.4 cm? of oil displacement
area (ODA). The results showed that the oil displacement area of the biosurfactant produced by R.
arrhizus UCP1607 (Figure 3A) was superior to dispersion induced by commercial detergent (44.2 cm?)
(Figure 3B). Synthetic surfactant dodecyl sulphate (SDS) showed the best dispersion (75.4 cm?) (Figure
3C) as positive control, as well as the negative control was used the burnt motor oil with distilled water
(Figure 3D).

Table 2: Oil displacement area by biosurfactants/bioemulsifiers produced by different Rhizopus
atrains compared with chemical surfactant and commercial detergent.

Strai Oil displacement area - ODA
n (cm2)

Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295 22.0

R. microsporus var. chinensis UCP 1296 56.7

R. microsporus var. microsporus UCP 1304 39.6

Rhizopus sp. UCP 1607 66.4

Commercial detergent 44.2

Chemical surfactant (SDS) 75.4

Distilled water Negative

Figure 3: oil displacement area (ODA) for: (A) Biosurfactant produced by Rhizopus arrhizus
UCP1607, (B) Commercial detergent, (C) Chemical surfactant (SDS), (D) Distilled water
(negative control).



Potencial biotecnoldgico de amostras de Rhizopus spp.. 85

The data obtained in this study using Rhizopus strains were superior to dispersion
capacity of the biosurfactant produced by Pleurotus ostreatus (12.56 cm?) of oil
displacement area [49], and the bioemulsifier production by Cunninghamella echinulata
(37.36cm?) [29].

According Walter et al. [13], the emulsification index is a reliable method for detection of bioemulsifier

producers. The Rhizopus strains showed emulsifying capacity of biosurfactants produced (Figure 4).

The significant positive values are considering above 50% after 24 hours of emulsion
formed [15]. Thus, the best emulsification property against burnt motor oil were observed
by R. microsporus var. microsporus UCP 1304 (94.8%), followed R. microsporus var.
chinensis UCP 1296 (91.7%) and Rhizopus arrhizus UCP 1607 (82.6%) of

emulsification.

All results obtained in this this study were higher than the biosurfactants produced by Aspergillus niger
CF12 (18.5%) and R. nigricans CF3 (21.66%), as described Lodha et al [19].

In addition, the current study suggested the importance of the screening methods mainly based on
primary and secondary assays led to isolate biosurfactant and bioemulsifying agents using mycelia-free
broths, in particular from filamentous fungi. Those assays considered the important properties of higher
dispersion oil activity, lower surface tension of the tension active agent, and bioemulsification. According
to Uzoigwe [50], emulsification index test is a suitable screening method for detection of bioemulsifier

producing by microorganisms.

Figure 4: Emulsification index (E24) of burnt motor oil with biosurfactants produced by Rhizopus
strains.
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Most of the surfactants compounds are chemically synthesized. However, the main drawback for the
biosurfactants commercialization is associated with non-economical production and is not yet competitive
with the synthetics products. The renewable substrates used, especially from industrial wastes as soybean
post-frying oil, supplemented with sodium glutamate showed excellent results to biosurfactant and
bioemulsifier production at an experimental scale. The agro-industrial waste soybean post-frying oil is
considered as the promising substrate for reduction of the cost of production to tenso-active and emulsifier

molecules.

3. Conclusion

In this work, the four biosurfactant/bioemulsifier-producing strains were isolated from Caatinga soil of
Brazil, named Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295, R. microsporus var. chinensis UCP 1296, R.
microsporus var. microsporus UCP 1304 and Rhizopus sp.UCP1607, identified as R. arrhizus. The
experimental result showed among the four strains, the best results was achieved when using R. arrhizus
UCP 1607 had the biosurfactant activity. The biosurfactant produced by R. arrhizus UCP 1607 strain
had a large hemolytic activity, parafilm drope and the oil-spreading diameter, low surface tension, and the
best emulsifying activity was observed by R. microsporus var. microsporus UCP1304. The screening
methods mainly based on surface tension determination have led in many cases to elimination of
bioemulsifying agents. The promising physico-chemical results showed that evaluation of emulsifying
activities from mycelia-free broths demonstrated great possibility for production of bioemulsifiers with
powerful potential to induce stable emulsion. The better surface active properties confirmed with its great
effectiveness in the lowering of surface tension and oil dispersion in water by the new strain of R. arrhizus.
UCP 1607. Further studies are under way to scale up growth conditions and to optimize biosurfactant and

bioemulsifier productions.
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