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STUDIES ON THE BIOTECHNOLOGY POTENCIAL OF CHITIN PRODUCED
BY

MARINE ORGANISMS

Abstract

The sea is considered one of the richest habitats, yet is one of the least well-characterized
and because of its diversity, it offers enormous opportunities within biotechnology.
Chitin is the most important natural polysaccharide after cellulose, found mainly in
crustaceous and in the cell wall of fungi. The applications of chitin are enormous but
being quite difficult to isolate in a pure form and in a reproducible way under good
economic conditions, it is not widely used. In order to know if the marine parasite
Perkinsus olseni was a good source of chitin, the propagation of in vitro culture of this
parasite, previously isolated from clams (Ruditapes decussates) from Ria Formosa, was
successfully optimized in DMEM:Ham’s F-12 (1:2) medium and the scale-up was
accomplished with a biomass production of 2.1 mg/L/h. Chitin, one of the polysaccharide
components of the cell wall of P. olseni, was isolated by two different methods: (i)
alkaline extraction under different conditions and (ii) solvent extraction with DMAC/LiCl
5%. The extracted material was initially characterized by FTIR, and two samples were
chosen, one isolated by alkaline extraction and designated by qAlc, and the other
extracted with the chitin solvent and designated by qDMAC. Further characterization of
these two samples was accomplished by elemental analysis, protein and
acetylglucosamine content, x-ray diffraction and solid state *C NMR. The results of the
characterization are still inconclusive but suggest that we are in the presence of an

amorphous B-chitin.

Keywords: Biotechnology, Perkinsus olseni, in vitro propagation, chitin



ESTUDOS SOBRE APROVEITAMENTO BIOTECNOLOGICO DA QUITINA

PRODUZIDA POR ORGANISMOS MARINHOS

Resumo

O oceano ¢ um dos mais ricos habitats do planeta, mas também um dos menos
explorados, embora a sua grande diversidade ofereca enormes potencialidades na area da
biotecnologia. A quitina, o segundo polissaccarideo mais abundante a seguir a celulose, ¢
encontrada principalmente no exosqueleto de crustaceos e parede celular de fungos. As
suas aplicagdes biotecnologicas sdo vastas, mas devido a dificuldade da sua extracgdo de
maneira reprodutivel e sob condi¢des econdmicas viaveis, o seu uso ¢ limitado. Com o
objectivo de verificar a potencialidade do parasita marinho Perkinsus olseni como fonte
de quitina, a cultura in vitro deste parasita, préviamente estabelecida a partir de améijoas
(Ruditapes decussatus) infectadas provenientes da Ria Formosa, foi optimizada com
sucesso em meio DMEM:Ham’s F-12 (1:2) e a sua propagacdo em maior escala foi
conseguida com uma produ¢do de biomassa de 2,1 mg/L/h. A quitina, um dos
componentes da parede celular de P. olseni, foi isolada através de dois métodos distintos:
(i) por extrac¢ao alcalina em diferentes condigdes e (ii) por extracgdo com o solvente
DMAC/LIiCI 5%. O material extraido foi inicialmente caracterizado por FTIR, apds o
qual foram escolhidas duas amostras, uma extraida pelo método alcalino (qAlc) e outra
extraida com solvente (QDMAC). Prosseguiu-se entdo com a caracterizagdo das duas
amostras através de andlise elementar, quantificagdo de proteina residual e
acetilglucosamina, difrac¢io de raios-x e RMN de "*C do estado sélido. A caracterizagio

foi algo inconclusiva, mas pareceu indicar a presenca de uma B-quitina amorfa.

Palavras-chave: Biotecnologia, Perkinsus olseni, cultura in vitro, quitina
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1. INTRODUCAO

1.1. Biotecnologia: passado, presente e futuro

A biotecnologia pode ser definida como a area da ciéncia que tem como objectivo a
utilizagdo ou transformagao de material bioldgico de origem vegetal, animal, microbiano
ou viral, em produtos de valor comercial, social e economico.

O campo da biotecnologia ndo ¢ novo, muito pelo contrario, os chineses ja destilavam
etanol ha 3000 anos, os babilonios conservavam o leite através da fermentacao lactica e
os egipcios ja dominavam a fermentacdo do pao (Hulse 2004). Historicamente, a
biotecnologia evoluiu mais como uma arte artesanal do que como ciéncia, no entanto,
tudo mudou a partir do século XIX, quando véarios progressos na area da citologia,
microscopia e quimica analitica, foram responsaveis pelos avangos na area da
microbiologia, um dos alicerces das ciéncias biotecnologicas (Ratledge e Kristiansen
2001). Foi no entanto, o desenvolvimento da tecnologia do ADN que revolucionou
definitivamente a biotecnologia, com a descoberta da estrutura desta molécula por
Watson e Crick em 1953, seguida da producdo do primeiro ADN recombinante em 1973
por Cohen et al., através da clonagem de um gene num plasmideo bacteriano (Colwell
2002). O dominio das novas tecnologias genéticas foi rapidamente aplicado na industria,
como o caso da empresa pioneira Genentech Inc., que em 1977 divulgou ter produzido a
primeira proteina humana (somastatina) numa bactéria, ¢ em 1982 foi responsavel pela
producdao e comercializagdo da primeira insulina humana (Humulin) produzida em

bactérias (Genentech Inc. 2008).



Desde o ano de 1982 até ao presente, a evolugdo da biotecnologia foi extraordindria,
acompanhada por uma proliferacdo cada vez maior de industrias e empresas de base
biotecnologica, com um investimento mundial s6 no ano 2000 na ordem dos 37 mil
milhdes de dolares (Hulse 2004) e um crescimento previsto na ordem dos 3.8% durante o
periodo 2005-2009 (European Commission 2006)

A futura expansdo e diversificagdo das ciéncias biotecnoldgicas parece estar garantida
com a ajuda dos governos da America do Norte e Unido Europeia, ao declararem a saude,
seguranga alimentar e proteccdo ambiental como politicas prioritarias (US Department of
State “Science and Technology Cooperation” 2007; JRC European Commission “Life
Science and Biotechnology” 2007), mas esta expansdo e diversificagdo so sera atingida
com a descoberta de novos produtos e processos, € uma das alternativas possiveis sera

recorrer a novas fontes de biocompostos (Cowan 1997).

1.2. A biodiversidade marinha como fonte de matéria-prima com aplicacoes
biotecnoldgicas

A Dbiodiversidade marinha ¢ extremamente elevada, desde os mais simples
microrganismos aos mamiferos, uma consequéncia da variabilidade da biosfera marinha,
onde existem pressoes de 1 a 1000 atmosferas e temperaturas que vao desde os 1,5°C
negativos do oceano Antartico, aos 350°C das fontes hidrotermais. Esta diversidade de
ecossistemas constitui assim, uma enorme fonte de diversidade genética com intimeras
possiveis implicagdes no campo da biotecnologia (Cowan 1997).

Apesar da historia de sucesso da biotecnologia, relativamente pouco tem sido feito na

area da biotecnologia de organismos marinhos, um vasto recurso com enorme potencial
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tanto na area industrial e alimentar, como na area médica e farmacéutica. De facto,
praticamente s6 desde meados do século XX se passou a dar mais atencdo a possivel
utilizacdo de organismos marinhos como fonte de produtos de interesse biotecnoldgico,
comegando progressivamente a haver uma maior procura de produtos com interesse
comercial. Desde entdo, varias centenas de produtos foram descobertos e isolados, mas

apenas uma pequena percentagem foi comercializada (Grenning 2004).

1.2.1. Investigacido e desenvolvimento na biotecnologia de organismos marinhos

Os organismos marinhos, desde as bactérias, passando pelas algas até peixes
transgénicos, possuem a capacidade de fornecer toda uma gama de bioprodutos que
abrangem todas as areas da biotecnologia, desde produtos biomédicos e alimentares até
produtos usados na investigacao cientifica (Kim e Mendis 2006), alguns dos quais ja se
encontram comercializados (Tab. I), outros estdo em testes clinicos, enquanto alguns
ainda ndo passaram das bancadas de laboratdrio, estando ainda na fase experimental. No
entanto, para que um produto possa ser testado € necessario primeiro desenvolver e
optimizar os métodos de extraccdo e purificagdo desses compostos, os chamados

bioprocessos.

1.2.2 Bioprocessos
Os bioprocessos consistem nos diferentes passos necessarios desde a matéria-prima, até a
comercializagdo do produto (Fig.1-1), quer sejam células, metabolitos celulares ou

extracelulares.



Identificacio dos compostos bioactivos

v v \/
Cultura dos organismos produtores de
compostos bioactivos

Sintese quimica Producio Celular in vitro

!

Optimizacio da cultura

l

> Producio em larga escala

!

Processos de extraccio,
purificacio e esterilizacio

l

Controlo de gqualidade do produto

l

Protocolos para assegurar e monitorizar o
processo de producio

Figura 1-1. Passos gerais de engenharia de bioprocessos.

A engenharia de bioprocessos ¢ um elemento essencial para a investigacao e aplicagdo
competitiva na area da biotecnologia, e a dificil implementacao destes bioprocessos aos
organismos marinhos, ¢ o motivo pelo qual estes tém sido subexplorados na
biotecnologia.

A fraca acessibilidade destes recursos, a necessidade de recolha de material de forma
sustentavel e a dificuldade na cultura de organismos marinhos em laboratério, agravam o
j& complicado passo de extraccdo e purificagdo dos biocompostos (processo
downstream), limitando a disponibilidade destes para ensaios clinicos ou posteriores

modificacdes por métodos quimicos ou bioldgicos (Zaborsky 1999).



Na ultima década, verificou-se no entanto um aumento do uso da genémica na descoberta
de novos metabolitos, recorrendo a métodos como bibliotecas de ADN e microarrays nao
s6 se impulsionou a descoberta de novos compostos bioactivos, como também se
minimizou o impacto da recolha de organismos marinhos (Hoover et al. 2007). Apos a
identificagdo dos biocompostos, a sintese quimica constitui uma alternativa para a
producdo destes em larga escala, no entanto a maioria requer passos complexos e pouco
rentaveis, 0 que torna necessario recorrer a métodos alternativos como a produgdo dos
organismos em aquacultura, sistemas in vitro ou bioreactores, como a aquacultura da
esponja de aguas profundas Lissodendoryx sp., produtora de um composto antitumoral
(Pomponi 1999) e a cultura celular in vitro da esponja Dysidea avara, produtora do
composto “avarol” com actividade antitumoral, antibacteriana e antiviral (Miiller et al.

2000).

1.2.3 Biocompostos de origem marinha com potencial biotecnologico

A area biomédica ¢ o segmento com maior crescimento ¢ desenvolvimento na area da
biotecnologia de organismos marinhos, confirmada pelas centenas de artigos publicados
elucidando a identificagdo, estrutura e bioactividade de vdarios produtos de origem
marinha (Cowan 1997).

As esponjas marinhas e microrganismos a elas associados, t€ém-se revelado como fontes
importantes de novos compostos com propriedades biomédicas, como agentes anti-
tumorais, imunosupressores ¢ anti-infecciosos (Wijffels 2007).

Alguns compostos ja sdo comercializados ha algum tempo como o caso do “aciclovir”,

“AZT” e “Ara-C”, derivados de compostos originalmente isolados de esponjas marinhas,
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outros encontram-se em testes clinicos, como o caso da molécula “halicondrina-B”
extraida da esponja Halichondria okadai e que apresenta propriedades anti-tumorais, € a
molécula “manzamina”, com actividade anti-malaria produzida pelo Micromonospora

sp., um microrganismo associado a uma esponja (Colwell 2002).

Tabela I. Exemplos de bioprodutos marinhos comercialmente disponiveis (adaptado de Pomponi,

S.A. 1999)

Fonte original

Método de Produgao

Produto Aplicagao
Ara-A Composto antiviral
Ara-C Composto anticancerigeno

Sonda Molecular: Inibidor de

Acide Ocadaico Fosfatase

Sonda Molecular: Inibidor de

Monoalido Fosfolipase A2
Vent™ . .
DNA Polimerase Enzima Polimerase
Formulaid® Acidos gordos como suplemento

(Martek Biosciences) na comida de criancas

Indicador de calcio

Agguorin . .
f hioluminiscente

Proteina Verde

Fluorescente (GFP) Gene Reporter

Anticorpos conjugados usados

Ficoeritrine em ELISA e citometria de fluxo

Resilience® "Extracto marinho™ aditivo em

Esponja marinha

Esponja marinha

Dinoflagelado

Esponja marinha Luffariella
variabilis

Bactéria de fonte hidratermal

Microalga marinha

Alforreca Bioluminiscente
Aequora victona

Alforreca Bioluminiscente
Aequora victona

Alga vermelha

Coral

Fermentacdo microbiana de um
analogo

Sintese quimica de um analogo

Cultura Celular

Recolha natural da esponja
marinha

Proteina Recombinante

Cultura Celular

Proteina Recombinante

Proteina Recombinante

Cultura Celular

Recolha natural de coral

{Estée Lauder) cremes para a pele Pseudopterogorgia elisabethae

Muitos outros organismos marinhos tém fornecido compostos com propriedades
farmacoldgicas, como o briozoario Bugula neritina que produz um agente anti-tumoral
denominado “briostatine-1”, o tunicado Ecteinascidia turbinata do qual se isolou um
novo alcaléide denominado “ecteinascidine 743” (Fenical 1997) e a cianobactéria

Lyngbya majuscula que sintetiza o composto “curacina-A” com bioactividade ao nivel da

6



divisdo de células cancerigenas (Davidson 1995). Grande parte destes compostos sao ou
metabolitos secundarios, sem qualquer fungdo metabolica conhecida, ou toxinas, que
servem para proteccdo de predadores como o “acido ocadaico” (inibidor de fosfatases)
produzido por dinoflagelados o que os torna responsaveis pela interdicao de bivalves para
alimentacdo humana quando existem surtos destes dinoflagelados nos locais onde os
bivalves sao apanhados.

A industria alimentar € outra das benificiarias da biotecnologia de organismos marinhos,
na qual as algas s@o ha muito tempo reconhecidas pela sua grande capacidade de fornecer
produtos, nomeadamente carotendides. Estes sdo usados como antioxidantes dos
alimentos e como aditivos alimentares na aquacultura de salmao, o qual ¢ responsavel
pela sua coloracdo vermelha (Wijftels 2007). As algas sdo também aproveitadas para
extrac¢ao de biopolimeros como o agar, agarose, carregana e alginatos, produtos que
fazem parte de uma industria que move cerca de mil milhdes de dolares, com importancia
ndo sé na area alimentar como também na farmacéutica (Renn 1997).

A diversidade estrutural dos biopolimeros confere-lhes variadas propriedades que
reflectem as suas muitas aplicacdes industriais, como o caso da quitina, um polimero
actualmente extraido do exosqueleto de caranguejos e camardes, que conjuntamente com
o seu derivado quitosano (quitina deacetilada), apresenta propriedades notaveis como a
capacidade de formar fibras e filmes, adsorver ides metalicos ¢ ter actividade anti-
bacteriana e coagulante (Kim e Mendis 2006).

A procura cada vez maior de polimeros naturais, tem proporcionado um aumento do
interesse em isolar e identificar novos organismos produtores de biopolimeros, estando ja

descritos varios microrganismos marinhos produtores de polimeros com propriedades
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comercialmente interessantes, como a bactéria Acinetobacter, que sintetiza um
exopolissacarideo denominado emulsano com aplicagdes na industria do petréleo, a
bactéria Zooglea sp., que produz um polissacarideo com propriedades adsorventes de ides
metalicos em solugdo, como o crémio, ferro e chumbo, e o Alcaligenes eutrophus que
sintetiza polimeros poliésteres denominados poli-B-hidroxialcanoatos, que j& sdo
conhecidos had algum tempo pelas suas aplicacdes no fabrico de termoplasticos

biodegradaveis (Weiner 1997).

1.3. Quitina

A quitina, descoberta no ano de 1811, ¢ o segundo polissacarideo mais abundante logo a
seguir a celulose, presente principalmente no exosqueleto dos artropodes e na parede
celular de certas algas e fungos entre outros organismos. Apesar da disponibilidade de
quitina em grande quantidade, e do reconhecimento das suas imensas aplicacdes
biotecnologicas, esta permanece relativamente subaproveitada (Tharanathan e Kittur

2003).

1.3.1. Estrutura

A estrutura molecular da quitina demorou décadas a ser elucidada. Este homopolimero de
(1—4)-N-acetil-B-D-glucosamina difere da celulose pela substituicdo do grupo hidroxil,
por um grupo acetamida na posi¢ao C-2 (Fig. 1-2) (Kumar 2000). A quitina pode variar
quanto ao seu grau de polimeriza¢do e acetilagdo, mas as suas cadeias individuais sao

essencialmente lineares, com uma rotacao de 180° em cada 10.1-10.5 A ao longo do eixo



da cadeia (Tharanathan e Kittur 2003). As cadeias individuais de quitina estdo dispostas

paralelamente, e ligadas entre si por pontes de hidrogénio N-H -O=C.

Celulose OH o OH OH OH
0 HO 0 Q HO o 0 HO o~
HO 0 0 HO 0 0 HO 0 0
OH OH OH OH OH OH
’éi;s, o7 'ﬁ, o7 ’&, 07
0 0 o
HO Oﬂzaffétho OHZEEfErNHO Oﬂi%iiérx
OH OH OH

NHAc NHAc NHAc

Figura 1-2. Estruturas quimicas da celulose e quitina (adaptado de Kurita 2006).

A quitina pode apresentar trés diferentes estruturas cristalinas consoante a origem deste
polissacarideo, denominadas de a, B e y-quitina, as quais podem ser diferenciadas por
técnicas como a difraccdo de raios-x, ressonancia magnética nuclear e espectroscopia de
infravermelho (Cérdenas 2004; Jang et al. 2004).

A forma a (o-quitina), mais comum, encontra-se na parede celular de alguns fungos e no
exosqueleto de artropodes, enquanto a forma [ (B-quitina), mais rara, encontra-se nas
penas das lulas, nas loricas produzidas por algumas algas e protozoarios marinhos € nos
espinhos excretados pela diatomacia Thalassiosira fluviatilis. Estas duas estruturas
alomorficas diferem apenas no arranjo das vérias cadeias poliméricas individuais,
antiparalelas no caso da a-quitina e paralelas na forma p (Fig. 1-3). A a-quitina apresenta
fortes pontes de hidrogénio inter e intra-cadeias enquanto a [B-quitina possui apenas
pontes de hidrogénio intra-cadeias mais fracas, o que a torna mais flexivel e reactiva. Por
seu lado a menos comum y-quitina presente nos casulos do escaravelho Ptinus, apresenta

uma estrutura ainda ndo completamente identificada, mas descrita como sendo uma
9



estrutura intermédia com duas cadeias paralelas e uma antiparalela. No entanto foi

sugerida também a possibilidade de ser apenas uma simples distorsdo das estruturas a e .

KAVAV VAL A AV VAT A Y
RAVAVVACAANAV VALY
EANAVVATAQNAVVATAY

-

>

RAVAVVACA S VAV VA wA S
RAVAVVACAS VAV VA A4

RAVAV VAT AL APV A
5

Figura 1-3. Representacdo esquematica do arranjo das cadeias (a) antiparalelas da a-quitina

e (b) paralelas da B-quitina (adaptado de Tharanathan e Kittur 2003).
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1.3.2. Biossintese e Funcao

A formacgdo e deposicdo de quitina € um processo complexo ainda ndo completamente
compreendido, este, ¢ iniciado intracelularmente e concluido com a inclusdo da quitina
em complexos macromoleculares externos, como a parede celular dos fungos e a cuticula
dos artropodes.

A biossintese dos polimeros de quitina comeca com a conversao sequencial de acucares
como a glucose ou a trealose no composto UDP-N-acetilglucosamina, o substrato da
quitina sintase, esta enzima depois de translocada para as membranas plasmaticas ¢é
responsavel pela polimerizagdo dos mondmeros de acetilglucosamina e consequente
formagao de quitina. Os polimeros de quitina sdo posteriormente translocados através da
membrana plasmatica para o exterior, onde formam microfibrilas através de pontes de
hidrogénio, e finalmente associadas a outras moléculas (Cohen 2001) formando matrizes
resistentes mas flexiveis, com uma fun¢do essencialmente estrutural.

Nos fungos, a quitina pode variar em quantidade relativamente as diferentes espécies e
seus parametros fisiologicos, mas geralmente encontra-se no septo primario de células em
divisdo, e na parede celular associada a glucanos e glicoproteinas, sendo responsavel pela
sua rigidez e contribuindo para a sua integridade (Bowman e Free 2006).

Os artropodes sdo caracterizados por possuir um exosqueleto e um dos seus principais
componentes ¢ a quitina. Nos insectos este polimero encontra-se embebido numa matriz
de proteinas, compostos polifenolicos, agua e alguns lipidos. A sua propor¢do
relativamente aos outros componentes pode variar na constituigdo da cuticula,
conferindo-lhe diferentes propriedades de resisténcia e flexibilidade (Vincent e Wegst

2004). No caso dos crustaceos, o exosqueleto ¢ constituido por fibras de quitina
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associadas a proteinas e pigmentos, estas fibras encontram-se altamente mineralizadas,

geralmente por carbonato de calcio responsavel pela sua rigidez (Chen et al. 2008).

1.3.3. Producao de Quitina

Actualmente a producdo de quitina e do seu derivado quitosano, ¢ feita a partir dos
exosqueletos de camardo e caranguejo descartados pela industria pesqueira e alimentar,
produzidos comercialmente em varios paises como a India, Japdo, Polonia, Noruega e
Australia. Esta producao ¢ economicamente viavel sobretudo se for associada a extrac¢do
de pigmentos como os carotenoides (Kumar 2000).

O exosqueleto dos crustaceos ¢ constituido principalmente por quitina (15-20%),
proteinas (20-40%), carbonato de calcio (20-50%) e pigmentos como a astaxantina e
carotenoides. Como a quitina se encontra associada a outros compostos, sa0 necessarios
tratamentos agressivos para a extrac¢ao e purificagdo da quitina e quitosano (Fig. 4), para
os quais foram desenvolvidos varios métodos de producao em larga escala (Kurita 2006).
O primeiro passo no processo de extraccdo de quitina ¢ a desmineralizacdo do
exosqueleto com 4cido cloridrico diluido a temperatura ambiente, seguida da
desproteinizacdo a 100°C com hidréxido de so6dio ou hidroxido de potassio (estes dois
primeiros passos podem ser feitos pela ordem inversa), € por Gltimo os pigmentos sdo
retirados (descoloragdo) com permanganato de potassio ou perdxido de hidrogénio ou
ainda hipoclorito de sodio. Para a produgdo de quitosano, a quitina préviamente extraida
¢ deacetilada com um tratamento de hidroxido de sddio concentrado, com o objectivo de
obter um produto com um grau de acetilagdo nao superior a 40% (Tharanathan e Kittur

2003).
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[Exosquele‘[o de crustaceos ] —> Maceragio —> [Desprote'mizagéo com NaOH

!

Secagem «— { Descoloracéo ](— Desmineralizacio com HCI

— Deacetilagio Homogénea com -
Quitina (o ou ) ' NaOH concentrado a temperatura -> Secagem 3

| ambiente
1
: l

Deacetilagio Heterogénea com

NaOH concentrado a temperatura Derivatizagio
elevadas

Secagem [Elongamento da Cadeia] [ Substituicio ] { Despolimetizagﬁo]

Figura 4. Diagrama esquemadtico do processo de manufacturacdo de quitina, quitosano e seus

derivados (adaptado de Hayes et al. (a) 2008).

O prego comercial de quitina e quitosano varia com o seu grau de pureza e deacetilagdo.
Em pequenas quantidades, o preco da quitina ronda os 50 euros por cada 100g podendo
atingir os 95 euros por grama (quitina purificada). Por seu lado o valor de quitosano
>75% deacetilado ¢ de cerca de 115 euros por 100 g (Lista de precos da Sigma-Aldrich,
Inc.)

O processo quimico de manufactura destes polimeros a partir de cuticula de crustaceos
apresenta duas grandes desvantagens: (i) a grande producdo de residuos quimicos, pois
para produzir 1 kg de quitosano 70% deacetilado, sdo necessarios 6,3 kg de HCl e 1,8 kg

de NaOH (Kumar 2000); (ii) a dificuldade em obter um produto final com propriedades e
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caracteristicas sempre semelhantes, o que ¢ dificil de atingir quando o material inicial ¢
um produto secundario de outras industrias (Kim e Mendis 2006).

Virias alternativas tém sido propostas para uma producdo controlada e de alta qualidade,
como o uso de processos enzimaticos, tanto proteoliticos como quitinoliticos, na
extracgdo e purificacdo de quitina a partir do exosqueleto dos crustaceos (Hayes et al. (a)
2008), ou a producdo e extraccdo de quitina a partir de culturas in vitro de
microrganismos como os fungos, que apesar de possuirem menor quantidade de quitina,
esta seria homogénea se produzida em condi¢des controladas. Esta produ¢do em larga
escala poderia ser economicamente atractiva se combinada com extracgdes de outros

biocompostos (Pochanavanich e Suntornsuk 2002; Beaney et al 2005).

1.3.4. Propriedades e Aplicacoes

O método utilizado na extrac¢do da quitina influéncia as suas caracteristicas e
propriedades, com implicacdo directa nas suas aplicagdes industriais. As principais
caracteristicas a ter em conta s3o a sua cristalinidade, grau de acetilagdo, conteudo
préteico, peso molecular e toxicidade, no entanto para a sua comercializagdo sao
necessarios testes suplementares para além dos anteriormente mencionados, como a
viscosidade, o conteudo em cinzas, agua, lipidos e actividade oOptica (Committee on
Knowledge Assessement 1999).

Existe uma grande variedade de técnicas que podem ser utilizadas para a caracterizagdo
do polimero de quitina, entre as quais, a difraccdo de raios-x, a espectroscopia de
infravermelhos, ressonancia magnética nuclear, andlise elementar e espectroscopia de

absorc¢do atomica de entre as mais utilizadas.
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A biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade e actividade hemostatica sdo as
principais propriedades que tornam os polimeros de quitina e seus derivados muito
atractivos para uma enorme variedade de aplicagdes (Tab. II), tanto na industria

alimentar, farmacéutica e médica como na area ambiental.

Tabela II. Algumas das aplica¢des alimentares da quitina e derivados (adaptado de Tharanathan

e Kittur 2003)

Areas de Aplicacio Exemplos
Agente antimicrobiano Bactericida, Fungicida
Producédo de biofilmes Transferéncia controlada entre alimentos ¢ ambiente,

Libertacdo controlada de substancias antimicrobiana
antioxidantes e farmacos

Controlo enzimatico do amadurecimento dos frutos
Membranas osmoticas reversas

Aditivo Clarificagao e deacidificag¢do de frutos e sumos
Agente estabilizante de cor e textura

Nutrigdo Fibra dietética
Efeito hipocolestrol
Aditivo para ra¢des de animais
Agente antigastrico
Ingrediente de comida para bébés

Recuperador de materiais s6lidos Purificacdo de 4gua
Floculagdo por afinidade

Biorremediacao

A biorremediagdo emprega na maioria das vezes microrganismos para remover ou
degradar compostos quimicos ndo desejados. Para tal sdo adicionados nutrientes e
compostos dadores de electroes a estes organismos de forma a promover o seu
crescimento. A quitina e seus derivados podem ser adicionados a estas culturas com

algumas vantagens, podendo ser utilizados simultaneamente como nutriente e dador de
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electroes, para além de que a sua degradagdo se processa lentamente, tornando possivel a
sua reutilizagdo varias vezes em cultura (Hayes et al. (b) 2008).

A quitina apresenta também boas capacidades adsorventes, tanto a nivel de i0es metalicos
como o chumbo, cadmio e cromio, como também de residuos colorantes usados na
industria téxtil.

O quitosano como polimero policatiénico possui propriedades coagulantes, o que o torna
atractivo e cada vez mais importante no tratamento de aguas residuais, nomeadamente em
fabricas de processamento de alimentos como o leite. Apesar de ser mais dispendioso do
que outros polimeros cationicos sintéticos, ¢ biodegradavel e ndo toxico, caracteristicas

importantes a nivel ecoldgico (Kurita 2006).

Industria Alimentar

O transporte, manutencdo ¢ qualidade dos alimentos sdo prioridades na industria
alimentar, e como tal, alguma investigacdo tem sido feita nesta é4rea, incluindo na
aplicacdo da quitina e seus derivados como preservantes alimentares, tanto no ambito
antimicrobiano como na maturagdo ¢ conservagao.

O quitosano possui propriedades antimicrobianas em parte devido aos grupos NH,',
embora ndo se conheca perfeitamente o seu modo de ac¢do. A actividade antimicrobiana
do quitosano usado como conservante das ostras foi comprovada como sendo eficaz
contra estirpes de Pseudomonas, Salmonella, Aeromonas e Vibrio, assim como as
cenouras conservadas com pelicula de quitosano sao mais resistentes ao apodrecimento
causado pela Sclerotina sclerotiorium (Hayes et al. 2008). Por outro lado, também a

maturagdo dos frutos e vegetais pode ser regulada com a ajuda do polimero de quitosano,
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pois uma cobertura com este polimero promove uma maturagdo enzimatica controlada,
aumentando ndo s6 a duracdo como a qualidade destes alimentos relativamente a

polimeros sintéticos (Srinivasa e Tharanathan 2007).

Industria farmacologica e médica

A industria biomédica ¢ um dos segmentos onde existe maior investimento, o que
significa um maior niimero de estudos cientificos, incluindo em polimeros de quitina e
derivados, existindo inumeros estudos que relatam varias aplica¢des destes polimeros no
campo médico.

Estudos recentes revelaram a capacidade de oligdmeros de quitosano serem eficazes na
reducdo dos niveis de pressdo arterial através da inibicdo da enzima conversora de
angiotensina, a qual esta envolvida na regulacdo periférica da pressdo sanguinea Esta
capacidade podera ter potencial num futuro tratamento da hipertensao, um dos principais
factores de risco em doengas cardiovasculares (Park et al. 2003). O quitosano tem sido
estudado também pela sua capacidade de reduzir os niveis de colesterol no sangue
quando adicionado na dieta, testes clinicos preliminares indicaram a redugd@o em 6% de
LDL-colesterol e a0 mesmo tempo um aumento de 10% nos niveis de HDL-colesterol
(Kim e Rajapakse 2005).

Os oligdmeros de quitosano t€ém também demonstrado uma actividade anti-tumoral tanto
in vitro como in vivo, nomeadamente efeitos anti-metastiticos em carcinomas
pulmonares de Lewis. Para além disso, a quitina parcialmente deacetilada, assim como a
quitina carboxilada, revelaram igualmente actividades contra a progressao tumoral

através de uma estimulagdo dos macrofagos e linfocitos-T (Kim e Mendis 2006).
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Byun et al. (2005) verificaram que o quitosano e seus oligdmeros possuem actividade
inibidora da enzima [3-secretase, que por sua vez possui um papel importante na
ocorréncia da doenca de Alzheimer através da acumulagdo no cérebro de peptideos [-
amiloides, os quais formam agregados fibrilares insoliveis que resultam na morte das
células neurais. Estes carbohidratos de quitosano sdo os primeiros a serem descritos com
capacidade inibidora desta enzima, capacidade esta que depende do seu peso molecular e
grau de deacetilacao.

Sao conhecidas as propriedades hemostaticas da quitina e seus derivados, no entanto,
apesar do seu mecanismo de ac¢do permanecer desconhecido, pensa-se que causa a
vasoconstri¢do e a rapida mobilizacdo de globulos vermelhos, plaquetas e factores de
coagulagdo para o local do ferimento, sendo também sugerido que estimula a produgao de
fibroblastos. O sucesso da quitina no tratamento de ferimentos graves permanece
controverso, no entanto a sua eficiéncia no caso de ferimentos ligeiros estd bem
documentada (Hayes et al. 2008). A quitina e o quitosano sdo ainda utilizados com
sucesso como biomaterial para pele artificial e suturas. Exemplo disso sao as ligaduras de
quitosano utilizadas pelos paramédicos do exército dos EUA para interromper
hemorragias instantaneamente, em locais de combate como o Iraque e Afeganistao
(Kurita 2006).

A capacidade de formagao de filmes, hidrogéis e estruturas tridimensionais por parte da
quitina e seus derivados constitui uma ferramenta auxiliar nas suas aplicagdes, como na
producao de estruturas para regeneragdo 6ssea em conjunto com outros compostos como
o colagénio e hidroxiapatite (Shi et al. 2006 e Malafaya 2002), ou a produc¢ao de lentes de

contacto a partir de quitosano, pois este possui um conjunto de caracteristicas ideais, tais
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como estabilidade mecanica, propriedades Opticas, permeabilidade a gases,
compatibilidade imunologica e actividade antimicrobiana (Kumar 2000). A quitina e seus
derivados apresentam também aplicagdes promissoras na area da industria farmacéutica
devido as suas caracteristicas hidrofilicas, biodegradabilidade, porosidade e nao
toxicidade, que os tornam atractivos como agentes libertadores de compostos bioactivos
de uma maneira controlada, principalmente péptidos, ADN e compostos hidrofilicos. No
entanto estes polimeros também possuem limitagdes, que podem por vezes ser
contornadas com derivagdes € combinagdes com outros polimeros, como o poli(D,L-

lactido-co-glicolido) (PLGA) (Mi et al. 2003; Langoth et al. 2006 e Xu et al. 2008).

1.4. Parasitas de bivalves e gastropodes do género Perkinsus

A infestagdo por parte do parasita Perkinsus, foi pela primeira vez documentada em 1940
no golfo do México, onde foi associado a extensas mortalidades em ostras. Nove anos
mais tarde este parasita foi identificado em ostras Crassostrea virginica em Chesapeake
Bay, EUA, e inicialmente classificado como um fungo e denominado de Dermocystidium
marinus. No entanto, em 1966 foi reclassificado como Labyrinthomyxa marina baseado
em caracteristicas estruturais, e novamente reclassificado em 1978 como Perkinsus
marinus.

Outros parasitas do género Perkinsus foram entretanto descritos em bivalves de outras
regides como o Mediterraneo, Hawai e Australia, onde foi identificada uma nova espécie
denominada de Perkinsus olseni presente no gastropode marinho Haliotis rubra (Goggin

e Lester 1987).
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Em Portugal, no final dos anos oitenta, foi identificado um parasita do género Perkinsus
(P.) tendo sido descrito como a principal causa de mortalidade na améijoa Ruditapes
decussatus. Este parasita foi identificado por caracteristicas ultraestruturais como uma
nova espécie e denominado Perkinsus atlanticus (Azevedo 1989), mas mais tarde, através
de ferramentas moleculares, foi re-classificado como pertencendo a mesma espécie
anteriormente identificada na Australia, Perkinsus olseni (Murrel et al. 2002).

Hoje em dia estdo descritas varias espécies deste parasita, nomeadamente P. marinus, P.
olseni (sinon. P. atlanticus), P. chesapeaki (sinon. P. andrewsi), P. mediterraneus, P.
qugwadi (Abollo et al. 2006) e mais recentemente P. honshuensis (Dungan e Reece

2006) e P. beihaiensis (Moss et al. 2008).

1.4.1. Ciclo de vida

O ciclo de vida deste protozoario ndo ¢ ainda completamente compreendido (Fig. 1-5),
mas cré-se que comeg¢a com o estadio infeccioso denominado zoodsporo (forma livre
possuidora de flagelos) ou o estadio trofozodide, libertado de bivalves infectados e
moribundos, que passa para a coluna de agua e infecta outros bivalves. No interior do
hospedeiro, estes sdo fagocitados (mas nao destruidos) pelos hemocitos, através dos quais
se disseminam pelos varios tecidos (Schott et al. 2003), como as branquias, glandula
digestiva e manto. Os trofozoides, uma vez instalados nos tecidos, multiplicam-se
vegetativamente por fissdo multipla (esquizogonia) ou mais raramente por biparticdo. A
continua proliferagdo deste parasita leva eventualmente a lise das células do hospedeiro e
em ultimo caso a sua morte (La Peyre 1996). A libertacdo de trofozoides na coluna de

agua conduz muitas vezes a sua diferenciagdo em pré-zoosporangios. Estes aumentam de
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tamanho e formam um tubo de descarga, ao mesmo tempo que o seu citoplasma se torna
granular e posteriormente comega a sofrer divisdes bindrias sucessivas, formando
centenas de zoosporos biflagelados que sdo finalmente libertados pelo tubo de descarga

(zoosporolacao) (Auzoux-Bourdenave et al. 1995).

Coluna de Agua Hospedeiro

6 5

@@Qh@
L)

O ©

3

Figura 1-5. Representacdo esquematica do ciclo de vida do parasita Perkinsus.
Desenvolvimento vegetativo do parasita no hospedeiro (1-7): os trofozoéides (1) multiplicam-se
por esquizogonia (2-6) ou por biparti¢ao (7). A libertacdo de trofozoides na coluna de agua pode
conduzir a diferenciacdo e posterior zoosporolacdo (8-12): estes aumentam de tamanho (8) ¢ o
seu vactiolo expande-se resultando no estadio pré-zoosporangio ou hipndsporo (9), forma-se
posteriormente um tubo de descarga ao mesmo tempo que o citoplasma se torna granular e
comega o processo de biparticdo (10), varias centenas de pré-zoodsporos sao entdo produzidos no

zoosporangio (11), que finalmente ap6s maturacdo sdo libertados através do tubo de descarga

(12).
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Este parasita ¢ tolerante a uma variada gama de condi¢cdes ambientais, no entanto a
infec¢do ¢é favorecida em condigdes de temperaturas e salinidades elevadas, prevalecendo
nos meses de Verdo. Estudos com bivalves infectados naturalmente (Ford 1996; Karolus
et al. 2000; Ngo e Choi 2004) e infectados em laboratério (Chu 1996; Ford et al. 2002)
demonstraram que existe uma correlacdo positiva dos niveis de infec¢do e mortalidade
com a temperatura e salinidade. O grau de infec¢dao e prevaléncia deste parasita parece
também estar relacionado com factores de condigdo do hospedeiro, como o ciclo
reprodutivo (Ngo e Choi 2004), infec¢ao por parte de outros patogénios (Tall et al. 1999),
niveis de stress provocados por poluentes marinhos (Chu ef al. 2002) ¢ a intensidade de

moluscicultura (Leite et al. 2004).

1.4.2. Cultura in vitro do protozoario Perkinsus

A importancia do desenvolvimento de técnicas de propagagdo de parasitas in vitro ¢é
essencial para o estudo de varios aspectos, como a morfologia, metabolismo, ciclo de
vida, interac¢do parasita-hospedeiro e de compostos com potencial terapéutico. A cultura
in vitro de parasitas ¢ um processo dificil e exigente, na medida em que estes por vezes
possuem um ciclo de vida complexo com o requerimento de condi¢des semelhantes ao
ambiente fornecido pelo hospedeiro, o que implica a necessidade de testar uma gama
variada de meios de cultura, suplementos nutritivos e parametros como a temperatura,
osmolaridade e pH (Visvesvara e Garcia 2002).

Durante muito tempo, a falta de um sistema in vitro para a propaga¢ao do parasita
Perkinsus, limitou a realizagdo de varios estudos relativos a este protozodrio. O

desenvolvimento inicial de culturas in vitro do parasita Perkinsus, s6 foi atingido com

22



sucesso em 1993 por trés grupos independentes, La Peyre et al. (1993), o qual conseguiu
a propagacao in vitro de P. marinus isolado de tecidos de ostra Crassostrea virginica,
recorrendo ao uso de meio de cultura (JL-ODRP-1) com composi¢ao semelhante a da
hemolinfa de ostra, Kleinschuster e Swink (1993), que isolaram e cultivaram P. marinus
em meio comercial L-15 modificado a partir de tecidos viscerais de ostra, ¢ Gauthier e
Vasta (1993), que iniciaram culturas deste parasita a partir de hemolinfa de ostra e
propagadas em meio comercial DMEM:Ham’s F-12.

Actualmente encontram-se disponiveis culturas de diferentes espécies deste parasita
marinho, nomeadamente P. marinus, P. chesapeaki (McLaughlin et al. 2000), P. olseni
(Robledo ef al. 2002), P. honshuensis (Dungan e Reece 2006) e P. mediterraneus (Casas
et al. 2008), algumas das quais se encontram em repositorios reconhecidos como o
ATCC (American Tissue Culture Collection).

Os sistemas de cultura in vitro de Perkinsus, apesar de variarem no tipo de meio utilizado
e condi¢des de crescimento, como a temperatura, salinidade e pH, sdo semelhantes
relativamente a capacidade de propagacdo do parasita na auséncia de componentes do
hospedeiro, conseguindo ao mesmo tempo reproduzir a morfologia e ciclo de vida

presentes neste (Fig. 1-5) (Sunila ez al. 2001).

1.4.3. Caracterizacio celular do parasita Perkinsus

O trofozoide de Perkinsus (Fig.1-6) constitui o principal estadio tanto no hospedeiro
como na cultura in vitro, e € caracterizado em termos gerais por uma morfologia de anel
de sinete, com o nucleo acéntrico e nucléolo bem visiveis, o citoplasma granuloso e com

varios pequenos vactolos ou apenas um vactolo de grandes dimensdes, onde estdo
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presentes por vezes varios vacuoplastos e gotas lipidicas. A célula é rodeada por uma
parede celular bem definida com uma espessura varidvel, com estruturas vesiculares
adjacentes semelhantes a lomasomas (Azevedo ef al. 1990; Coss et al. 2001; Sunila et al.

2001).

Figura 1-6. Trofozodide de P. olseni, com nucleo ecéntrico bem definido (N), um vactiolo de
grandes dimensoes (V) e varias gotas lipidicas (L), assim como material percursor de
vacuoplastos (P). Barra = 1 pm. (Microscopia Electronica de Transmissdo efectuada pelo

Doutor Carlos Azevedo, Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Porto).

A parede celular estd directamente envolvida no reconhecimento parasita-hospedeiro,
mas apesar disso, pouco ¢ conhecido acerca da composi¢do, organizagdo e estrutura da

parede celular deste parasita. No entanto, foi ja identificada uma proteina (PWP-1) de
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alto peso molecular (233 kDa) como o seu principal componente proteico. Esta apresenta
ligagdes disulfidicas a outros componentes da parede celular, o que parece ser uma das
razdes para a sua resisténcia relativamente a lise quimica e mecanica (Montes 2002).
Estudos com lectinas revelaram ainda que os principais glicoconjugados na superficie da
parede celular do Perkinsus, possuem os sacarideos glucose-manose e N-acetil-
glucosamina como os seus principais componentes, € em menor quantidade galactose e
N-acetil-galactosamina (Gauthier et al. 2004). A quitina, um polimero de N-acetil-
glucosamina, parece ser um dos constituintes da matriz da parede celular do protozoario
Perkinsus, facto que ¢ confirmado pela presenca, no parasita, dos genes que codificam as
enzimas responsaveis pela biossintese deste polimero (Leite RB, Afonso R e Cancela

ML, resultados nao publicados).

1.4.4. O parasita Perkinsus: potencialidades biotecnolégicas

O protozoario marinho do género Perkinsus, a semelhanca de outros microrganismos
marinhos, possui caracteristicas com potencialidades biotecnologicas, tais como: 1) a
conhecida capacidade de sintese de isoprendides (Graugovel et al. 2007), uma classe de
metabolitos secundarios importante a nivel biotecnologico (Mijts e Schmidt-Dannert
2003) e a sintese de uma grande variedade de lipidos (Lund et al. 2007). 2) A produgdo e
excregdo de factores de viruléncia, como enzimas proteases (Faisal et al. 1999; Xue et al.
20006), que constituem um dos grandes grupos de enzimas industriais (Najafi et al. 2005),
3) a capacidade de sobrevivéncia e proliferagdo numa variada gama de osmolaridades (La
Peyre et al. 2006) e temperaturas, assim como a producdo de proteinas “heat shock”

(Tirard et al. 1997), as quais poderdo ter aplicacdes médicas (Jindal 1996). 4) O facto do
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seu crescimento poder ser efectuado em sistemas in vitro num meio de cultura definido
sem o suplemento de componentes do hospedeiro, 5) a capacidade de ser transfectado
(Fernandez-Robledo et al. 2008) e 6) nao possuir qualquer patogenicidade para os

humanos.

1.5. Objectivos

Este estudo teve como objectivo principal extrair e caracterizar a quitina presente na
parede celular do parasita Perkinsus olseni, e verificar o seu potencial de aproveitamento
biotecnologico.

Com o intuito de cumprir este objectivo, foram delineadas quatro tarefas principais:

1. Optimizar a cultura de P. olseni, relativamente a aspectos fundamentais para o
crescimento da cultura in vitro, nomeadamente o suplemento de FBS, a
temperatura, osmolaridade e tipo de inoculo, e ainda o efeito do volume e
agita¢do no crescimento em larga escala deste parasita.

2. Extrac¢do da quitina presente na parede celular do Perkinsus olseni.

3. Caracterizacdo da quitina extraida, através de espectroscopia de infravermelho,
analise elementar, difrac¢do de raios-x, BC RMN do estado solido.

4. Estudo da biocompatibilidade da quitina extraida através da proliferagao in vitro

de culturas celulares de peixe e mamifero.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Manutencio e Optimizacio da Cultura In Vitro de Perkinsus olseni

A cultura de P. olseni utilizada neste trabalho foi desenvolvida em colabora¢do com o
laboratério do Prof. Vasta do Centro de Biotecnologia Marinha da Universidade de
Maryland (USA) por Robledo ef al a partir de améijoas Ruditapes decussatus infectadas,
recolhidas na Ria Formosa, Algarve, Portugal (Robledo ef al. 2002). Esta cultura foi
mantida em condigdes semelhantes a cultura de Perkinsus marinus, nomeadamente,
DMEM/Ham’s F12 (1:2) (Gibco, Invitrogen Corp.) dissolvido em 4gua salgada artificial
(Instant Ocean, Spectrum Brands Inc.) com uma osmolaridade final de 925 mmol/kg, em
tampao Hepes 50 mM e carbonato de sodio 3,6 mM (Sigma Aldrich), suplementado com
5% de soro fetal bovino (FBS), 100 U/ml de penicilina G e sulfato de estreptomicina
(Gibco, Invitrogen Corp.), a pH 6,6 ¢ mantida numa incubadora (Sanyo MIR-135
Incubator) a 28°C sem adigdo de CO, (Gauthier J.D. ¢ Vasta G.R., 1995; Robledo ef al,
2002). Neste trabalho, para a optimizagao da cultura de P. olseni foram testados varios

parametros, como a temperatura, osmolaridade, suplemento de FBS e in6culo inicial.

2.2. Determinaciao do Crescimento de P. olseni
Varios métodos para determinacdo do crescimento celular in vitro de Perkinsus foram
adaptados com sucesso (Gauthier J.D. e Vasta G.R., 1995). Um desses métodos,

caracterizado pela sua simplicidade e rapidez, foi utilizado neste trabalho,
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nomeadamente, a leitura da densidade Optica com um espectrofotometro Helios y

(ThermoElectron Corp.) a 600 nm, calculada a partir da relagao:

ODgg0 x 16.8 - 0.7 = n°® células x10%/ml Equacio. 1

2.3. Extrac¢ao de Quitina

A extrac¢do da quitina presente em células de P.olseni foi feita através de dois métodos
distintos, um com o solvente organico dimetilacetamida + 5% de cloreto de litio
(DMAC/LiCl 5%), no qual a quitina ¢ soliivel, e o outro com um tratamento alcalino com
variaveis de temperatura e concentragdo de NaOH, mantendo constante o tempo de

reaccao.

2.4. Caracterizacao da Quitina Extraida

2.4.1. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho foi registado num espectrofotometro Mattson Research
Series 1. As amostras foram preparadas em cépsulas de KBr numa concentragdo de 2%
(m/m), e os espectros foram obtidos com uma resolu¢io de 4 cm™, num total de 10

varrimentos.
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2.4.2. Difracc¢ao de raios-x

Os difractogramas de raios-x da quitina foram obtidos num difractometro PW1710-
Philips com fenda da divergéncia automatica e monocromador (Universidade do Minho),

com varrimento entre 4 e 40°.

2.4.3. BC-RMN no estado sélido
O espectro de RMN de *C foi obtido num espectrometro Bruker 400 MHz equipado com

“cross-polarization and magic-angle-spinning”.

2.4.4. Analise elementar
As percentagens relativas de carbono, nitrogénio, hidrogénio e enxofre presentes na
quitina extraida foram determinadas com um Carlo Erba Elementar Analyser E. A. 1108,

e comparadas com quitina comercial (Sigma Aldrich).

2.4.5. Quantificacdo de proteina

A quantificacdo de proteina residual presente nas amostras de quitina, foi determinada
apo6s hidrolise destas com 3M de NaOH a 90°C durante 3h. O sobrenadante foi entdo
utilizado para determinacdo da proteina através do método de Bradford segundo o
protocolo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Portugal). Para a recta de calibragdo foram
utilizadas varias concentragdes de albumina do soro bovino (BSA, Pierce), e a proteina

representada como percentagem relativa ao peso inicial das amostras de quitina.
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2.4.6. Quantificacao de acetilglucosamina

A determinagdo de acetilglucosamina presente nas amostras de quitina, foi baseada num
método de Morgan-Elson adaptado a microplacas (Bulik et al. 2003). Sucintamente,
amostras de 25 mg de quitina foram suspendidas em 100 pl de tampao fosfato salino
(PBS) pH 6.0, ao qual, foi adicionado 5 pl de quitinase de Trichoderma viride (5 mg/ml
em PBS) (Sigma Aldrich) e seguidamente incubadas a 37°C durante 24h. Apods
incubagdo, 10 pl do sobrenadante foi adicionado a 10 ul de borato de sédio pH 9 e
aquecido a 99,9°C num termociclador (Biometra Trio-Thermoblock), durante 10 minutos.
Logo apds arrefecer até a temperatura ambiente, foram adicionados a cada amostra 100 pl
de solugdo DMAB (10g de p-dimetilaminobenzaldeido em 12,5 ml de acido cloridrico
fumante e 85.5 ml de &cido acético glaciar) diluida 1:10 com 4cido acético glaciar. As
amostras foram de seguida incubadas a 37°C durante 20 minutos. No final, foram
transferidos 75 ul de amostra para placas de 96 pocos e a absorvancia registada a 595 nm.
Para a recta de calibragdo foram usadas varias concentracdes de acetilglucosamina

(Sigma Aldrich).

2.5. Analise Estatistica
Neste trabalho os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) ¢ a
diferengca de médias calculada pelo teste conservador de Tukey (a = 0,05). Para tal foi

utilizado o software SigmaStat 3.5.
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3. RESULTADOS

3.1. Optimizacao da Cultura In Vitro de Perkinsus olseni

Para a optimizacdo da cultura de P. olseni, as células foram aclimatadas ao meio ou
condi¢do experimental durante 10 dias, apds o qual as células foram lavadas com meio de
cultura sem suplemento de FBS, e indculadas em quadriplicado em frascos de cultura
celular de 25 cm? (Sarstedt Lda) com 5 mL de meio experimental.

Apbs um periodo de incubagdo de 8 alO dias, foi determinado o crescimento celular
obtido através de trés leituras da densidade optica a 600 nm (ODgg) por cada frasco de

cultura.

3.1.1. Suplemento de FBS

Foram testadas diferentes propor¢des de suplemento de FBS ao meio de cultura,
nomeadamente 1, 3 e 5% no meio DMEM:Ham’s F12 (1:2) em culturas com in6culo
inicial igual a 0,2 unidades de ODgg (= 2,7 X 10° células/ml) e incubadas durante 8 dias a
28°C. Apos 8 dias, a cultura de P. olseni apresentou valores de crescimento celular
elevados com os diferentes suplementos de FBS (Fig.3-1), no entanto, estes valores
foram significativamente mais elevados com 3% de FBS relativamente as outras
percentagens testadas (p < 0,05). O suplemento com 5% apresentou um valor de
crescimento aproximado mas mais baixo relativamente a 3%, mas significativamente

mais elevado do que o suplemento de apenas 1% de FBS (p < 0,05).
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Esta cultura in vitro de P. olseni, revelou um crescimento 6ptimo com um suplemento de
apenas 3% de FBS, ao contrario de outras culturas deste parasita em que ¢ requerido no
minimo 5% deste suplemento para um crescimento optimizado (La Peyre 1996).

A morfologia das células suplementadas com 3% e 5% de FBS permaneceu a mesma, ou
seja, células individualizadas com tamanhos entre 4 e 10 um, e com alguns aglomerados
de células resultantes da divisdao celular. Pelo contrario, com um suplemento de 1%, a
cultura celular apresentou apresentou caracteristicas muito proprias, apresentando-se
quase exclusivamente em aglomerados celulares (Fig. 3-2), apesar de manterem o

tamanho usual.

1,8
1,6
1,4

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Crescimento Celular (OD600 nm)

1% 3% 5%

Suplemento de FBS

Figura 3-1. Efeito do suplemento de FBS no crescimento (8 dias) in vitro de P. olseni,

com in6culo inicial de 0,2 unidades de ODg (= DesvPad, n = 4)
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Figura 3-2. Cultura de P. olseni em meio DMEM:Ham’s F12 (1:2),
suplementado com 1% FBS, a 28°C e osmolaridade de 925 mmol/kg (ampliagdo
x 4000). Barra = 15 pm.

3.1.2. Temperatura

O efeito da temperatura no crescimento celular, foi determinado pela incubagao durante 8
dias de culturas de P. olseni expostas a temperaturas de 10, 16, 22, 28 e 35°C em meio
DMEM:Ham’s F12 (1:2), suplementado com 5% FBS, com indculo inicial igual a 0,1
unidades de ODg (Fig. 3-3).

Verificou-se um aumento do crescimento de P. olseni entre 10 e 28°C, sofrendo um
decréscimo a 35°C para valores semelhantes obtidos a temperatura de 10°C. O
crescimento mais elevado foi atingido entre as temperaturas de 16 e 28°C (p > 0,05).
Estes resultados mostram que existe uma tolerancia relativa a temperatura no crescimento
deste parasita entre os 16 e 28°C, muito semelhante a cultura de P. olseni obtida e

caracterizada por Ordas e Figueras (1998).
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Figura 3-3. Efeito da temperatura no crescimento (8 dias) in vitro de P. olseni,

com ino6culo inicial de 0,1 unidades de ODgg (£ DesvPad, n = 4)

As diferentes condi¢des de temperatura testadas nao afectaram a morfologia das células
de Perkinsus olseni relativamente a temperatura de 28°C, temperatura rotineiramente

utilizada para crescimento in vitro deste parasita.

3.1.3. Osmolaridade

O efeito da osmolaridade do meio de cultura no crescimento celular in vitro, foi
determinado através da incubacdo durante 8 dias, de culturas de P. olseni em meio
DMEM:Ham’s F12 (1:2), suplementado com 5% FBS, a 28°C, com as diferentes
osmolaridades de 495, 581, 759, 925, 1025 e 1213 mmol/kg (osmometro VAPRO 5520,
Wescor, Inc.), e um indculo inicial igual a 0,1 unidades de ODgqp.

Os resultados obtidos revelaram que ocorreu crescimento celular de P. olseni em toda a

gama de osmolaridades testadas (Fig. 3-4), atingindo os niveis mais elevados a 759
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mmol/kg (£ 25%o salinidade), aproximadamente o dobro do crescimento registado tanto a
495 mmol/Kg (£ 16%o salinidade) como a 1213 mmol/Kg (+ 40%o salinidade), o valor

mais baixo e mais elevado de osmolaridade testado, respectivamente.
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Figura 3-4. Efeito da osmolaridade do meio no crescimento (8 dias) in vitro de P.

olseni, com indculo inicial de 0,1 unidades de ODgq (= DesvPad, n = 4)

A morfologia das células foi afectada na cultura com meio de menor osmolaridade (495
mmol/kg), apresentando um tamanho médio celular superior (20-40 pum) ao das restantes
condigdes testadas (Fig. 3-5). Resultados semelhantes de aumento celular a menores

salinidades foram também observados por La Peyre et al (2006).
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Figura 3-5. Cultura de P. olseni em meio DMEM:Ham’s F12 (1:2),
suplementado com 5% FBS, a 28°C e osmolaridade de 495 mmol/kg (ampliagdo
x 4000). Barra =15 um.

3.1.4. Indculo

Para a determinagdo do efeito do indculo inicial no crescimento celular, foram efectuadas
curvas de crescimento (9 dias) de P. olseni em meio de cultura com 4 indculos iniciais
diferentes, 0,06, 0,16, 0,34 ¢ 0,44 unidades de ODgo.

Os resultados obtidos, revelaram que o indculo inicial influencia o crescimento final apds
8 dias (Fig. 3-6), pois quanto maior o indculo inicial maior o crescimento in vitro de P.
olseni. A curva de crescimento com o in6culo mais elevado (0.44 ODggo) apresentou um
crescimento pouco acentuado até aos 5 dias, ap6s o qual aumentou linearmente até aos 8
dias. Todas as outras curvas de crescimento apresentaram um aumento linear até aos 8

dias, ap6s o qual, decresceram ou mantiveram-se em estado estacionario.

36



Estes resultados contrariam o estudo efectuado por Ordas e Figueras (1998) em Perkinsus
olseni isolados na Galiza, Espanha, no qual o crescimento celular ndo depende do in6culo
inicial, no entanto, vao ao encontro dos resultados obtidos por Gauthier e Vasta (1995)

em Perkinsus marinus.
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Figura 3-6. Efeito do indculo inicial na curva de crescimento in vitro de P. olseni, antes da

optimizagdo do meio e condigdes de cultura(+ DesvPad, n = 4)

3.1.5. Cultura em larga escala

A capacidade de aumento de producdo in vitro de P. olseni, foi determinada pelo
crescimento durante 8 dias de um indculo inicial de parasitas igual a 0,2 unidades de
ODg0o, em frascos de cultura com 5 e 50 ml de meio com ou sem agitagdo (140 rpm) e

garrafas com 1000 ml de meio com agitacao (140 rpm).
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Os resultados obtidos revelaram que, quer a agitagdo, quer o volume, sdo factores que
influenciam o crescimento deste parasita (Fig. 3-7). No entanto, verificou-se que o efeito
da agitacdo no crescimento em volumes pequenos (5 ml) ndo ¢ significativo (p > 0,05) e
o efeito do crescimento em volumes maiores sem agitagdo (50 ml, sem agitagdo) ¢
compensado pelo efeito da agitacdo em volumes menores (5 ml) (p > 0,05).

O efeito de cada uma das variaveis em separado parece ser semelhante, mas quando os
dois factores foram considerados em simultaneo o efeito final no crescimento ¢ maior do
que o somatorio dos resultados obtidos com cada um destes factores individualmente.

O crescimento de P. olseni ¢ portanto possivel em larga escala com a ajuda de factores

tais como a agitacao a 140 rpm e um aumento de volume de cultura.
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Figura 3-7. Efeito do volume e agitagdo na produgdo in vitro em larga escala de P. olseni.

Indculo inicial de 0,2 unidades de ODgq € agitagdo a 140 rpm (+ DesvPad, n = 3).
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Apbs testar todos os parametros de optimizagdo, comparou-se o crescimento celular e a
biomassa produzida antes (28 °C, 5% FBS e 925 mmol/Kg) e depois da optimizagao (28
°C, 3% FBS e 759 mmol/Kg), ambos com um in6culo inicial de 0,4 de densidade Optica
(ODs0o), a 140 rpm e 1000 ml de volume. Os resultados obtidos (Fig. 3-8) revelaram um
aumento significativo do crescimento celular (p < 0,05), obtendo-se um aumento de cerca
de 9% depois da optimizacdo. Ao mesmo tempo, houve um aumento médio da biomassa,

apesar de este ndo ser significativo (p > 0,05), com uma produtividade média de

0,0021g/L/h.
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Figura 3-8. Crescimento celular e biomassa (peso seco), antes e depois da optimizacao

da cultura in vitro de P. olseni (= DesvPad, n = 3)

3.2. Extraccao de Quitina

Na extrac¢ao da quitina presente no P. olseni foram utilizados dois métodos distintos, um

alcalino e um outro com solvente organico.
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A extracgdo alcalina de quitina representada esquematicamente na figura 3-9, envolveu
uma desproteinizacdo com NaOH, a diferentes temperaturas durante 16h, seguida de uma
neutralizacdo com agua destilada e posterior lavagem com etanol.

A extraccdo com o solvente organico, de acordo com o esquema da figura 3-10, foi
caracterizada por uma solubilizagio em DMAC/5%LIiCl e posterior precipitagdo com
agua destilada, seguida de uma extraccao com cloroférmio/metanol para retirar os lipidos
contaminantes, sendo o produto final submetido a varias lavagens com agua destilada e
etanol.

No final de cada extraccdo o produto obtido foi liofilizado (Braun Christ Alfa 1-4),
pesado e quantificado em termos percentuais relativamente ao peso seco das células
homogenizadas (Tab. III).

Ao observar os resultados obtidos, verificou-se uma grande discrepancia entre os dois
métodos utilizados, pois a quantidade obtida pelo método do solvente organico
(DMAC/5%LiCl), com cerca de 25% relativamente a biomassa inicial foi muito superior
ao do método alcalino (NaOH), com quantidades que variaram dos 2 até aos 10%

conforme o processo utilizado.
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Figura 3-9. Representacdo esquematica da extrac¢do de quitina de P. olseni pelo método

alcalino.
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Na extrac¢do alcalina a quantidade de produto final obtido variou com as condi¢des de
extracgdo testadas, com resultados semelhantes a 1M de NaOH independentemente da
temperatura ¢ a 3M de NaOH a 28°C (p > 0,05). Por outro lado, em condigdes de 3M de
NaOH a 60°C, a quantidade de quitina isolada foi a mais baixa de todos os processos de

extrac¢do, com apenas 2% de produto final.

Tabela III. Percentagem do produto obtido em cada um
dos processos de extraccdo relativamente ao peso seco

inicial das células homogenizadas.

Processo de Extraccao Produto final (%)"
1 M NaOH, 28°C 9,44+ 0,95
1 M NaOH, 60°C 8+0,79
3 M NaOH, 28°C 7,8+0,12
3 M NaOH, 60°C 2,1+0,21
DMAC/LiCl 254+1,3

* Valores Médios + desvio padrio (n = 3).

3.3. Caracterizacao da Quitina Isolada de P. olseni

3.3.1 Analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

A andlise por espectroscopia de infravermelhos foi utilizada para uma caracterizagao
inicial da quitina extraida pelos diferentes métodos utilizados.

A quitina comercial (Sigma) usada como padrdo, apresentou um espectro caracteristico
das quitinas (Fig. 3-11), com absorvancias tipicas em 3447 cm™, correspondente as

pontes de hidrogénio intramoleculares O(3)H---O(5) do anel, 3272 e 3108 cm’,
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caracteristicos do grupo NH da amida, 1653 ¢ 1625 cm™, tipicas das vibracdes da amida I
(vC=0), 1559 cm™, correspondente & vibracio da amida II (SNH amida II) e a banda
1377 cm™, relativa & deformagio simétrica de -CHs (ver anexo I).

Os espectros obtidos para a quitina extraida de P. olseni variaram segundo o método de
extraccdo (Fig. 3-11), mas todos eles apresentaram absorvancias tipicas de quitina,
revelando, no entanto, discrepancias de intensidade e posicdo de algumas bandas de
absor¢do, tanto em relagdo ao padrdo como também entre as diferentes amostras.
Destacaram-se em todas as amostras a presenca de uma fraca resolucdo de absor¢do a
3447 cm™ (VOH) e a existéncia de apenas uma absorvéncia relativa 4 amida I (1653 cm’
", comparativamente a quitina comercial usada como padréo (ver anexo I).

O espectro da quitina extraida com 1M de NaOH a 28°C (Fig. 3-11, (a)), revelou uma
clara contaminagdo na amostra através da presenca de uma absorvancia a 1733 cm’,
caracteristica dos grupos carboxilicos, e também pela intensidade muito elevada das
absorvancias entre 2750 e 3000 cm'l, caracteristicas de grupos —CH, -CH, e —CHj3. As
bandas na regido de 1600-600 cm™ nesta amostra revelam diferencas de intensidade e
localizacdo relativamente a amostra de quitina comercial. Estes elementos deixaram de
ser observados quando a extrac¢ao foi efectuada em condigdes mais extremas, quer de

temperatura, quer de concentragdo de NaOH (Fig. 3-11, (b), (¢) e (d)) (ver anexo I).
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Figura 3-11. Espectros de FTIR de quitina comercial (Sigma Aldrich) e amostras de quitina de P.
olseni extraidas por diferentes métodos: (a) 1M NaOH a 28°C; (b) 1M NaOH a 60°C; (c) 3M
NaOH a 28°C; (d) 3M NaOH a 60°C e (e) extraccdo com DMAC/5% LiCl.
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Os espectros das restantes amostras de quitina de P. olseni extraidas por métodos
alcalinos (Fig. 3-11, (b), (¢) e (d)) sdo muito semelhantes entre si € a quitina comercial,
variando apenas na intensidade das absorg¢des (ver anexo I).

O espectro obtido para a amostra de quitina extraida com Dimetilacetamida/5% LiCl
(Fig. 3-11, (e)) revelou a presenca das bandas de absor¢io a 1653 ¢ 1556 cm™ tipicas de
uma amostra de quitina, observando-se no entanto uma auséncia de absorcao a 1316 e
1036 cm™ e uma banda muito fraca em 1074 cm™ (ver anexo I). Estes resultados parecem
indicar que estamos na presenca de uma amostra de quitina ndo totalmente purificada.
Apos analise dos espectros obtidos para as diferentes amostras de quitina extraidas de P.
olseni, decidiu-se continuar a caracterizagdo de apenas duas amostras de quitina: (i) uma
obtida pelo método alcalino (3M NaOH a 60°C), e designada por qAle, sendo a sua
escolha baseada na semelhang¢a com a quitina comercial. (ii) A outra amostra obtida foi a
extraida com DMAC/5%LiCl (qDMAC), apesar da evidéncia de ndo ser uma amostra
completamente pura, foi seleccionada por ser a extraccdo menos agressiva, possibilitando

a caracterizagdao de compostos agregados a quitina presente em Perkinsus olseni.

3.3.2. Analise elementar

Com o intuito de verificar a composi¢do elementar das amostras de quitina, foi
quantificado percentualmente o carbono, o nitrogénio, o hidrogénio e o enxofre presentes
na quitina comercial, nas amostras qAlc e gDMAC. Estas foram depois comparadas com
os valores teoricos para uma amostra de quitina totalmente acetilada (Tab. IV).

Os valores obtidos para a amostra qAlc foram bastante semelhantes aos obtidos para a

quitina comercial. O conteudo em nitrogénio, tanto da quitina comercial como da amostra
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gAlc, foram mais baixos do que os valores tedricos para uma quitina totalmente acetilada.
Como o nivel de nitrogénio nas amostras ¢ também indicador de proteinas residuais, o
valor experimental destas duas amostras implica uma quantidade minima ainda presente.
No entanto obteve-se 1% de enxofre presente na amostra de quitina comercial, o que
parece indicar algumas contaminagdes. Por outro lado a amostra de quitina qDMAC
revelou valores de carbono e nitrogénio bastante mais elevados que os valores teoricos,

indicando uma forte presenga de outros compostos.

Tabela 1V. Valores das percentagens de carbono, nitrogénio, hidrogénio e

enxofre presentes na quitina comercial e na quitina isolada de P. olseni.

Quitina C% N% H% S$%
Merck index * 47,29 6,89 6,45 0,00
Comercial 44,30 6,09 6,80 0,97

P. olseni qDMAC 49,45 11,49 7,88 0,44
P. olseni qAlc 44,60 5,43 7,80 0,00

* Valores tedricos dado pelo Merck index para uma quitina totalmente acetilada

3.3.3. Quantificacdo de proteina e acetilglucosamina

A quantifica¢do da proteina residual presente nas amostras de quitina revelou que ambas
as amostras possuiam uma percentagem de proteinas igual ou inferior a 6%. A amostra
gqDMAC, com uma percentagem de proteina de 5,75%, foi a que apresentou os niveis
mais elevados, seguida da amostra qAlc com 0,76%, e por ultimo a quitina comercial
com 0,46% (Tab.V).

Os resultados mostram que a extrac¢do de qAlc ¢ eficiente na remogao das proteinas

presentes na parede celular do parasita P. olseni. Por outro lado o solvente organico
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dimetilacetamida apresentou uma grande capacidade de solubilizar proteinas em conjunto

com a quitina.

Tabela V. Percentagem de proteina e monossacarideos de acetilglucosamina

presentes em cada uma das amostras de quitina.

Quitina Proteinas residuais (%) Acetilglucosamina [%)*
Comercial 046 +0,02 12+ 0,10
P. olseni gDMAC 575 +0,09 0,9+0,06
P. olseni ghlc 0,76 £ 0,05 121001

? Valores Médios + desvio padrio (n = 3).

Os resultados obtidos relativamente ao contetdo de acetilglucosamina, apds hidrolise das
amostras de quitina isolada de P. olseni com quitinase, foram muito baixos em
comparacao com os obtidos para a quitina comercial (Tab. V), provavelmente devido a
um impedimento da ligacdo da enzima ao substrato por parte de outros compostos,

ligados de forma covalente a quitina presente nas amostras.

3.3.5 Analise por difraccao de raios-x

A difracgdo de raios-x € usada para determinar o espagamento entre os atomos de um
composto cristalino, pois quando um feixe de raios-x atinge a superficie de um cristal
num determinado angulo 0, uma parte ¢ dispersa em funcdo dos espagamentos regulares
interatdbmicos, os quais, sao usados para determinar a estrutura do composto (Braun 1987;
Skoog et al. 1998).

Esta técnica tem sido utilizada para determinar o grau de cristalinidade dos polimeros de
quitina (Webster et al. 2006), assim como para distinguir os diferentes tipos de quitina (a,

B e y) (Cardenas et al. 2004; Jang et al. 2004).
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Figura 3-12. Difractogramas de raios-x das amostras: (A) quitina comercial; (B) P. olseni

qDMAC; (C) P. olseni qAlc. ( *: hidroxiapatite; +: quitina).

O difractograma de raios-x da amostra qDMAC de P. olseni (Fig. 3-12, (B)), revelou a

total auséncia de cristalinidade comparada com a amostra de quitina comercial (Fig. 3-12,
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(A)), que apresentou as quatro principais dispersoes tipicas de a-quitina (9.4, 19.2, 21.1 ¢
23.2°). A amostra JDMAC revelou assim ser de natureza amorfa sem qualquer estrutura
regular rigida.

O perfil de raios-x obtido para a amostra qAlc (Fig. 3-12, (C)) apresentou diferengas
significativas em relacdo a amostra qDMAC, revelando a existéncia de uma maior
cristalinidade. No entanto, esta parece ser devida a presenca de hidroxiapatite, um
composto que nao se encontra referenciado como constituinte da parede celular do
parasita P. olseni, e como tal considerado um contaminante na amostra. Por outro lado, as
dispersoes tipicas de quitina encontram-se muito fracas ou inexistentes, confirmando os
resultados obtidos na amostra qDMAC em que a amostra de quitina apresentou

caracteristicas amorfas.

3.3.6. Analise por >C RMN do estado s6lido

A técnica de °C RMN do estado solido é conhecida pela sua sensibilidade a mudangas
relativas a ordem estrutural de um composto e tem sido utilizada para identificagdo e
caracterizacdo da quitina (Jang et al. 2004). No espectro da amostra gDMAC (Fig. 3-13,
(A)) foram obtidos a maior parte dos picos caracteristicos da quitina (Tab. VI), no entanto
os carbonos C2, C3 e C5 apenas apareceram como pequenos “ombros” ¢ o carbono C4

praticamente nao foi detectado, uma indica¢ao da amorficidade da amostra.
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O sinal obtido para o carbono do grupo carbonilo foi mais forte do que o esperado, uma
indicacdo da presenca de outros compostos com grupos carbonilo para além da quitina,
tais como proteinas e lipidos.

Para além do grupo carbonilo, outros dos picos obtidos foram também indicadores da

presenca de compostos adicionais na amostra, nomeadamente carbonos aromaticos.

Tabela VI. Sinais de °C RMN do estado sélido obtidos para
a quitina de caranguejo, qDMAC e qAlc.

Quitina de Caranguejo® gDMAC ghlc

C=0 1726 172.6 MD
C1 103.9 103.8 MD
c2 h4.5 h25 MDD
c3 729 [ 72,5
Cc4 82,7 MD MDD
C5 754 [ 729
Co 60.4 MD B60.5
CH; 225 244 263

* Valores publicados por Jang et al. 2004
ND: Néo determinado

O espectro obtido para a amostra qAlc (Fig. 3-13, (B)) foi bastante diferente do obtido na
amostra QDMAC, apresentando uma enorme falta de resolucdo devido a uma grande
mobilidade molecular, que devera estar relacionada com uma desorganizagdo estrutural.
No entanto, alguns sinais destacaram-se, aparentemente relativos aos carbonos C3, C5,

C6 e ao grupo metilo (Tab. VI).
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4. DISCUSSAO

Existem varias metodologias para a cultura in vitro do protozoario marinho Perkinsus,
todas elas com capacidade de propagagdo deste parasita semelhante a que ocorre no
hospedeiro, existindo no entanto diferengas significativas na composicao nutritiva e
parametros de cultura.

Existem dois tipos de meios nutritivos utilizados na cultura de Perkinsus: um deles ¢
formulado para mimetizar a composi¢do do plasma de ostra e designado por JL-ODRP,
enquanto o outro tipo ¢ baseado em meios comerciais como o DME:Ham’s F-12
(Gauthier e Vasta 1995), Leibovitz’s L-15 (Kleinschuster e Swink 1993), NCTC-135 e
RPMI-1640 (Dungan e Hamilton 1995), suplementados com diferentes concentragdes de
FBS ou em alternativa com fetuina (Gauthier ez al. 1995).

Neste estudo optou-se pela utilizacdo de meio de cultura do tipo comercial (DME:Ham’s
F-12 1:2) pela facilidade de preparagdo e menor variagdo da composi¢do entre dois lotes
diferentes. A escolha do meio DME:Ham’s F-12 (1:2) em detrimento dos outros tipos de
meio comercial, foi feita com base em estudos anteriores, que revelaram um crescimento
mais elevado de Perkinsus marinus neste tipo de meio (Dungan e Hamilton 1995) e nesta
proporcao (Gauthier e Vasta 1995).

A optimizacdo do crescimento da cultura de P. olseni levada a cabo neste trabalho,
incidiu assim sobre as condi¢des de cultura em meio DME:Ham’s F-12 (1:2), em
particular o suplemento de FBS, a temperatura, osmolaridade e efeito do indculo inicial.
Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o crescimento in vitro da cultura
de P. olseni isolada de bivalves da Ria Formosa (Algarve, Portugal) (Robledo et al.
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2002), ¢ optimizado com um suplemento de apenas 3% de FBS, a uma temperatura de
28°C e com uma osmolaridade de cerca de 760 mmol/kg (+ 26%o salinidade).

Ao contrario de estudos efectuados anteriormente em P. marinus (Gauthier e Vasta
1995), o crescimento de P. olseni foi mais elevado com suplemento de FBS inferior a
5%, revelando por isso um menor requerimento nutritivo ou de factores de crescimento
encontrados no soro fetal bovino. Este resultado revela que esta cultura de P. olseni
apresenta a vantagem de manter os niveis de crescimento elevados com um menor
suplemento o que diminui os custos de propagacdo deste microorganismo e reduz os
problemas associados ao uso desta mistura nutritiva complexa, como durante o
isolamento e identificagdo de compostos sintetizados por este parasita.

O estudo do efeito da temperatura no crescimento da cultura de P. olseni demonstrou que
este parasita ¢ bastante tolerante a temperatura, pelo facto de a sua propagacdo ser
possivel em temperaturas que vao desde os 10 até aos 35°C, com um crescimento
maximo a 28°C, estes resultados vao ao encontro dos obtidos para outra cultura in vitro
de P. olseni isolado no norte de Espanha por Ordas e Figueras (1998), e a cultura de P.
marinus estudada por Dungan e Hamilton (1995), apresentando no entanto maior
tolerancia que a cultura de P. marinus isolada por Gauthier e Vasta (1995) que revelou
um decréscimo acentuado de propagacdo a temperaturas inferiores a 20°C, apesar da
temperatura Optima ser a mesma. Esta tolerancia in vitro parece reflectir a tolerancia in
vivo, ja que as temperaturas da dgua na regido da Ria Formosa, apresentam valores que
variam de 16 a 19°C no Inverno e entre 18 e 28°C nos meses de Verdo (Newton e Mudge
2003), confirmando a maior incidéncia de infecgdo nos meses de Verdo os quais

apresentam temperaturas ideais para a proliferacdo do parasita P. olseni. Também as
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relativamente elevadas temperaturas no Inverno nesta regido podem explicar a
prevaléncia de infec¢des mesmo que em niveis muito baixos (Leite et al. 2004).

A osmolaridade revelou-se um dos factores mais criticos na propagagao de P. olseni, ja
que apesar desta ocorrer em toda a gama de osmolaridades testadas (495-1213 mmol/kg),
a sua proliferacdo sofreu um decréscimo para metade em osmolaridades de 495(+ 17%o
salinidade) e 1213 mmol/kg (+ 40%o salinidade) relativamente ao valor optimo de 756
mmol/kg (£ 26%o salinidade). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por La
Peyre et al. (2006) em que o crescimento da cultura de P. olseni diminuiu drasticamente
tanto a 15%o de salinidade como a 35%o, enquanto o seu crescimento era 6ptimo a 25%o
de salinidade. No entanto difere dos resultados obtidos para a cultura de P. olseni isolado
por Ordas e Figueras (1998) a qual obteve niveis de crescimento semelhantes entre os 15
e 40%o de salinidade. Em estudos com culturas in vitro de P. marinus a salinidade 6ptima
variou entre 17 € 34%o0 (Dungan e Hamilton 1995), 18 ¢ 36%o (Gauthier ¢ Vasta 1995) e
entre 15 e 35%o (La Peyre et al. 2006).

A cultura de Perkinsus olseni isolada de améijoas oriundas da Ria Formosa (Algarve,
Portugal) e utilizada neste trabalho apresentou uma menor tolerancia osmotica que a
cultura de P. olseni isolada de améijoas oriundas da Ria de Pontevedra (Galiza, Espanha),
0 que ¢ de algum modo imprevisivel pelo facto de que ambas as regides possuirem
valores de salinidade relativamente semelhantes, sendo provavel uma adaptacdo a
condigdes de cultura in vitro, pois a cultura de P. olseni utilizada neste estudo foi iniciada
e mantida em condigdes de osmolaridade de cerca de 925 mmol/kg (Robledo et al. 2002),
ou uma adaptacao local in vivo, ja que esta espécie de Perkinsus se encontra bastante

dissiminada em varias partes do mundo, afectando diferentes bivalves.

55



Verificou-se também que o indculo inicial apresentou uma correlagdo positiva com a
densidade final de células de P. olseni, apesar de diminuir a0 mesmo tempo a taxa
especifica de crescimento ao longo dos oito dias que demorou a cultura a atingir a fase
estacionaria. A proliferagdo deste parasita parece ser assim afectada pelo meio
condicionado e/ou as interac¢des intercelulares. Resultados semelhantes foram obtidos
por Gauthier e Vasta (1995) para a espécie P. marinus, mas por outro lado Ordas e
Figueras (1998) ndo observaram qualquer efeito do inoculo na densidade final do P.
olseni isolado em Espanha, provavelmente por terem testado apenas indculos iniciais
extremamente baixos e muito semelhantes (OD = 0.042 ¢ 0.048).

A cultura in vitro de P. olseni, apds optimizacdo, apresentou caracteristicas morfoldgicas
semelhantes as células presentes no hospedeiro, nomeadamente células no estadio
trofozoide de dimensdes entre os 4 € os 10 um e células no estadio esquizonte (células em
divisdo). Na optimizacdo da cultura in vitro de P. olseni verificou-se que tanto a
osmolaridade como o suplemento de FBS revelaram ter efeitos na morfologia celular para
além dos efeitos na proliferacdo, nomeadamente na osmolaridade mais baixa testada (495
mmol/kg), onde as células apresentaram dimensdes bastante superiores (20 a 40 um) as
apresentadas em condi¢des mais elevadas de osmolaridade. Esta adaptacdo podera ser
uma resposta ao stress osmotico, e foi verificada em outros estudos de P. olseni (La Peyre
1996; La Peyre et al. 2006). As culturas in vitro suplementadas com 1% de FBS, a
percentagem mais baixa testada, apresentavam-se quase exclusivamente em aglomerados
celulares, mantendo no entanto as dimensdes normais. Este fenomeno podera ser uma
consequéncia da falta de algum dos componentes constituintes do soro fetal bovino

responsavel por uma resposta membranar, muito provavelmente a glicoproteina fetuina
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que demonstrou ser importante para a proliferagdo de Perkinsus marinus in vitro
(Gauthier et al. 1995).

Apo6s a optimizagdo da proliferagdo da cultura in vitro, procedeu-se a tentativa de
producdo em larga escala em modo descontinuo e verificou-se o efeito da agitacdo e
volume nesta mesma produgdo. A producdo em larga escala de células em suspensdo
pode ser efectuada em varios sistemas relativamente simples, nomeadamente frascos com
agitacdo externa, frascos com agitacdo interna e garrafas rotativas (Sigma-Aldrich -
Fundamental Techniques in Cell Culture A laboratory Handbook),a escolha dependendo
maioritariamente do tipo de células que se pretende produzir. Neste estudo optou-se por
utilizar frascos com agitacao externa por nao requerer um sistema autonomo dispendioso
€ ao mesmo tempo evitar os problemas inerentes a agitacdo interna, como o calor
produzido pela agitagao e a possibilidade de lise celular. O efeito da agitagdao e do volume
foi préviamente avaliado, revelando que existe um efeito somatorio destas duas variaveis,
demonstrando a sua igual importancia na proliferacao deste parasita. O efeito do volume
faz-se sentir principalmente pelo aumento de meio nutritivo disponivel ao qual se
adiciona a agitagdo, que ¢ responsavel pela distribuicio homogénea dos nutrientes. A
producdo em larga escala em frascos de 2000 ml foi conseguida, com uma densidade
final superior em relagdo a frascos de cultura estaciondrios, no entanto os resultados
obtidos ficaram muito aquém dos apresentados para a propagacdo em larga escala de
cultura de P. marinus (Gauthier ¢ Vasta 1995), com valores de densidade optica até 3.5
unidades, o equivalente a cerca de 58 x 10° células/ml. As células de P. olseni adaptaram-
se perfeitamente ao crescimento em larga escala., com uma producdo maxima conseguida

apos a optimizagio de cerca de 33 x 10° cells/ml, o que significou um aumento de 9%
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relativamente ao crescimento pré-optimizagdo, e representando um acréscimo de 20%
relativamente a biomassa produzida com um total de 400 mg/L (peso seco).

O primeiro passo para a extrac¢do dos componentes alcalino-insoluveis (Al) presentes na
parede celular do protozoario P. olseni consistiu em homogenizar as células. Este
procedimento foi efectuado por sonicagdo, método eficaz para proceder a lise da parede
celular (Shokri et al. 2008), apesar da existéncia de estudos que indicam que este método
pode degradar os polimeros de quitina em algumas condigdes (Kjartansson et al. 2006).
O homogenizado foi entdo submetido ao processo de extrac¢ao alcalino com NaOH com
diferentes concentragdes e a diferentes temperaturas, mantendo no entanto constante o
tempo de reaccao de 16h, pretendendo-se verificar qual a extraccdo menos agressiva € ao
mesmo tempo mais eficaz. Os resultados obtidos revelaram que a percentagem de
produto obtido (Al) relativamente a biomassa inicial foi decrescendo a medida que as
condigdes se tornavam mais agressivas: (1 M, 28°C) > (1 M, 60°C) > (3 M, 28°C) > (3 M,
60°C), indicando que a concentracdo de NaOH ¢ o parametro com maior influéncia na
extraccdo, estando de acordo com resultados obtidos em extrac¢des efectuadas em
crustaceos (Chen et al. 2004). A quantidade de produto final (Al) obtido pelo método de
extrac¢ao alcalino atingiu um maximo de aproximadamente 9% e um minimo de 2%,
comparavel ao obtido no fungo M. rouxii por Synowiecki e Al-Khateeb (1997), mas no
entanto muito inferior aos valores obtidos por Wu et al. (2005), tanto para micélios de M.
rouxii (£13%) como para 4. niger (£24%).

Para além do método de extrac¢do alcalino foi utilizado um método por solvente
organico, nomeadamente o sistema dimetilacetamida/LiCl 5%, um reconhecido solvente

dos polimeros de quitina e celulose (Poirier e Charlet 2002), j& utilizado em extracgdes
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directas de quitina em crustaceos (Teng et al. 2001). O produto obtido com esta extracgao
representou cerca de 25% da biomassa inicial de P. olseni, valor bem mais elevado
relativamente aos obtidos pelo método alcalino, o que levou a concluir de imediato que
estariam presentes outros compostos para além da quitina.

Com o intuito de identificar e caracterizar a quitina presente nas amostras extraidas da
parede celular do parasita P. olseni, assim como avaliar a eficacia da extrac¢do, recorreu-
se a técnicas frequentemente utilizadas para classificar a quitina quanto ao tipo e
qualidade, sendo estas caracteristicas fundamentais para avaliar a sua possivel utilizagdo
biotecnologica.

A primeira técnica utilizada foi a espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), reconhecida pela sua capacidade de identificacdo e distingdo entre os
tipos a e B-quitina.

Os resultados obtidos demonstraram que a extrac¢do alcalina com 1M de NaOH a 28°C
foi a menos eficaz, pois revelou uma forte presenga de lipidos e proteinas, indicando que
nestas condigdes permaneceram na amostra bastantes compostos constituintes da parede
celular para além da quitina. Seria portanto necessario utilizar em conjunto outras
extracgdes, nomeadamente cloroformio/metanol um passo recomendado por Chaussard e
Domard (2004). Quando se aumentou a temperatura para 60°C, as absorvancias tipicas
das proteinas e lipidos desapareceram, revelando claramente as absorvancias tipicas do
polimero de quitina, 1653 cm™, 1556 cm™, 1420 cm™, 1377 cm™ e 1316 cm™. No
entanto, a absorvancia a 3447 cm’' relativa as pontes de hidrogénio intramoleculares
praticamente nao existe, 0 mesmo se obtendo quando se aumentou a concentragdo de

NaOH para 3M mas mantendo a temperatura a 28°C.
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Quando se aumentou conjuntamente a concentragdo NaOH e a temperatura (3M e 60°C),
os resultados foram mais semelhantes aos obtidos para a quitina comercial, apesar da
absorvancia a 3447 cm’ nunca aparecer completamente mesmo nestas condigdes,
mantendo-se visivelmente como um “ombro” da absorvancia a 3272 cm’. Outra
particularidade desta extrac¢do alcalina, foi ter-se obtido uma absorvéancia a 1316 cm’™
mais intensa do que a 1420 cm™ ao contrario do obtido para as outras extrac¢des
alcalinas. Se tivermos em conta que para Brugnerotto er al. (2001) o racio destas
absorvancias (Aj320/A1420) € considerado um bom indicador do grau de acetilagdo, pode-
se concluir que o método de extracgdo alcalino mais agressivo provocou alguma
degradacao no polimero de quitina, resultando num produto bastante deacetilado.

A absorvéncia tnica a 1653 cm™ observada nas amostras, ao invés do dupleto 1653 cm™'e
1625 cm’ tipico da o-quitina, parece indicar que estamos na presenca de outro tipo de
quitina, nomeadamente f-quitina (Noishiki et al. 2003, Cardenas et al. 2004).

Quando se efectuou a extrac¢do da quitina com o solvente dimetilacetamida/LiCl 5%
(DMAC/LiCI 5%), o espectro obtido foi muito semelhante ao da extrac¢do alcalina nas
condi¢des menos agressivas (1M NaOH, 28°C), sem no entanto aparecerem algumas das
absorvancias tipicas de proteinas e lipidos. No entanto, desapareceram também algumas
absorvancias tipicas da quitina, muito provavelmente por interferéncias de outros
compostos extraidos conjuntamente, o que vai de encontro ao facto de ter sido a amostra
com maior peso percentual relativamente a biomassa inicial. Teng et al. (2001) pelo
contrario, obtiveram uma extrac¢ao extremamente eficaz da quitina presente em micélio e
exosqueleto de camardo com este solvente organico, obtendo resultados muito

semelhantes aos obtidos com a quitina comercial.
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Para o prosseguimento da caracterizacdo da quitina presente em P. olseni foram entdo
seleccionadas as amostras extraidas quer com solugdo 3M de NaOH a 60°C, quer com o
solvente organico DMAC/LiCl 5%, a primeira por ter apresentado os resultados mais
coerentes com os obtidos para a quitina de caranguejo comercial e apenas com um passo
de extrac¢do, e a segunda porque o processo de extraccdo garantia a integridade dos
polimeros de quitina, ao contrario da extraccao alcalina. A analise elementar das amostras
confirmou os resultados obtidos por infravermelho, demonstrando que a amostra
gqDMAC extraida com o solvente organico era constituida por outros compostos para
além da quitina, pelo facto de tanto a sua percentagem em nitrogénio como de carbono
ser bastante mais elevada do que a percentagem tedrica para uma quitina totalmente
acetilada. Como a percentagem de nitrogénio ¢ considerada um bom indicador
relativamente a presenca de proteinas (Majtan et al. 2007), considerou-se que a amostra
gDMAC continha uma percentagem de proteinas na sua composi¢ao. Para além disso, a
analise elementar a esta amostra revelou a presenca de enxofre, um elemento que nao se
encontra na quitina. Por outro lado, os resultados obtidos para a amostra qAlc extraida
com solugdo alcalina demonstraram uma percentagem de nitrogénio mais baixa do que os
valores tedricos, o que parecia indicar a auséncia de proteinas nesta amostra.

Quando se efectuou a quantificacdo das proteinas presentes nas amostras, verificou-se
que a amostra JDMAC possuia a maior percentagem de proteinas, com um valor de
5,75%. Apesar de ser um valor relativamente elevado, ainda fica aquém dos resultados de
Teng et al. (2001), que obtiveram valores entre 10 e 15% de proteina residual nas
amostras de quitina de fungos extraidas pelo mesmo processo, embora os mesmos autores

tenham obtido valores inferiores a 5% em amostras de quitina derivada de crustaceos. As
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proteinas presentes na amostra JDMAC sdao muito provavelmente proteinas ndo ligadas
covalentemente a quitina, pois esta torna-se insoluvel em dimetilacetamida quando ligada
a outros compostos (Poirier ¢ Charlet 2002).

A amostra qAlc obteve um resultado de apenas 0,76% de proteinas, um pouco mais
elevado do que a amostra de quitina comercial com um valor de 0,46%, valores que estao
de acordo com a percentagem de proteinas residuais obtidas em amostras de quitina
extraida de crustaceos e de fungos por métodos alcalinos (Percot et al. 2003, Synowiecki
¢ Al-Khateeb 1997). Estes resultados demonstram que, apesar de estas duas amostras
terem apresentado baixas percentagens de nitrogénio, isso ndo significa necessariamente
a completa auséncia de proteinas. Estas, ao contrario da extrac¢do com o solvente
organico, deverdo ser na sua maioria proteinas ligadas covalentemente a quitina, pois sao
as mais dificeis de serem retiradas (Poirier e Charlet 2002).

As amostras foram posteriormente avaliadas, quanto ao seu conteudo em quitina, através
da quantificagdo dos monossacarideos de acetilglucosamina obtidos apos hidrdlise
enzimatica com quitinase. Os resultados revelaram a presenga de dez vezes mais
acetilglucosamina nas amostras de quitina comercial do que nas amostras extraidas de P.
olseni. Este resultado pode ser devido a, nomeadamente, (i) a afinidade da quitinase nao
ser a mesma para as diferentes quitinas, pois podera ser influenciada pelo grau de
amorficidade e acetilagcdo (Zhang et al. 2000), (ii) influéncia directa de outros compostos
presentes na actividade da enzima, ou (iii) simplesmente a percentagem de quitina ser
diferente nas amostras.

A difrac¢do de raios-x da amostra qDMAC revelou que esta era amorfa, isto €, nao

apresentou qualquer padrao tipico de cristalinidade da quitina, o que indica uma falta de
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organizagdo estrutural. O aumento do grau de amorficidade da quitina tem sido
observado com um aumento do grau de deacetilacdo (Chen et al. 2004), muito pelo facto
de o grupo carbonilo presente na quitina ser importante na organizagao estrutural através
da formacao de pontes de hidrogénio. O grau elevado de deacetilagdo da quitina presente
na amostra poderd ser uma das razdes para os resultados obtidos. No entanto, ndo se
podera colocar de lado o efeito de outros compostos presentes na amostra como as
proteinas. Os resultados de raios-x para a amostra qAlc foram inesperados no sentido que
se obteve difracgdes tipicas do composto hidroxiapatite, ¢ como ndo existe nenhuma
descrigdo deste composto no parasita P. olseni, concluiu-se que foi o resultado de uma
contaminacao de calcio e fosfato durante o processo de extrac¢ao. No estudo efectuado
por Wan et al. (1998) foi preparado um composto de quitina com apatite, que apos
analise de difraccdo de raios-x demonstrou a presenca de sinais tipicos tanto de apatite
como de quitina, resultados que ndo foram obtidos para a amostra qAlc visto que os
sinais de difraccdo da quitina eram muito alargados, indicando a falta de cristalinidade
por parte da quitina nesta amostra, em concordancia com os resultados obtidos para a
amostra gQDMAC.

A espectrocopia de *C-RMN do estado sélido tem provado ser uma mais valia para a
analise de biopolimeros insoluveis sem levar a sua destruicdo (Delepierre e Lecroisey
2001). Quando esta técnica foi utilizada nas amostras obtidas de P. olseni, o resultado
obtido para a amostra gDMAC revelou a existéncia da grande maioria dos sinais tipicos
dos carbonos da estrutura da quitina. O sinal correspondente ao grupo C=0O foi mais
intenso do que o esperado, facto que confirma a presenca de proteinas na amostra (Zhang

et al. 2000), corroborado pelos sinais obtidos a 156 ¢ 116 ppm correspondentes aos
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grupos da tirosina e arginina (Jang et al. 2004) e por outro sinal obtido a 129 ppm e
correspondente a grupos aromaticos. As absorvancias dos carbonos 1, 3 e 5
apresentaram-se muito fracas, o que parece indicar uma restricdo estrutural nestas
posicdes, muito provavelmente devido a presenca de outros compostos. O sinal relativo
ao carbono 6 revelou apenas um ombro do sinal do carbono 2, e a absorvancia
correspondente ao C4 ¢ quase inexistente, o que parece confirmar um grau de
deacetilagdo elevado (Kittur et al. 2003, Chen et al. 2004).

Os resultados de RMN para a amostra gAlc, revelaram uma elevada mobilidade
molecular por parte desta, tornando quase ilegivel o espectro obtido, provavelmente
devido a presenga de calcio e fosfato. No entanto, parecem destacar-se os sinais
correspondentes ao C3, C5, C6 e CHs;, sendo os trés primeiros os que apresentaram
menor resolu¢cdo na amostra gDMAC, o que parece confirmar o maior constrangimento
estrutural e consequentemente menor mobilidade molecular destes carbonos na estrutura
da quitina extraida de P. olseni.

Os testes toxicoldgicos in vitro propostos como um dos objectivos, ndo foram efectuados
devido aos resultados terem demonstrado que as amostras de quitina extraidas continham

impurezas, que influenciariam necessariamente os resultados toxicologicos.
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5. CONCLUSOES

Neste estudo conseguiu-se efectuar uma optimizagdo do crescimento in vitro de P. olseni
em meio DME:Ham's F-12 (1:2), com um suplemento de 3% de FBS, 760 mmol/kg de
osmolaridade, a 28°C e a partir de um inéculo inicial de 6 x 10° células/ml. Este
crescimento € possivel em larga escala por método descontinuo, com uma produtividade
volumétrica de 0,0021g/L/h.

O métodos utilizados para a extracgdo da quitina presente na parede celular do
protozoario P. olseni ndo foram completamente eficazes, na extraccdo com o solvente
DMAC/LiCI 5% isolaram-se outros componentes da parede celular conjuntamente com a
quitina, nomeadamente proteinas e compostos aromaticos. A extrac¢do alcalina (3M
NaOH, 60°C durante 16h) apesar de eficiente na extrac¢ao das proteinas, foi um processo
demasiado agressivo que podera ter degradado a estrutura da quitina (deacetilacao).

A caracterizacdo das amostras de quitina através da analise elementar, quantificagdo de
proteina residual e acetilglucosamina, analise por difrac¢ao de raios-x e espectroscopia de
RMN "°C do estado solido, revelou que os polimeros de quitina presentes na parede
celular de P. olseni apresentam uma estrutura amorfa do tipo-f3, e apesar de ndo se ter
conseguido calcular o grau de deacetilagdo, aparententemente este, apresenta-se elevado.
O aproveitamento biotecnoldgico da quitina de Perkinsus olseni ndao esta assim posta de
parte, pois apesar das pequenas quantidades obtidas, a B-quitina ¢ menos comum do que a
forma o, encontrando-se apenas em poucos organismos e apresenta propriedades mais
interessantes a nivel biotecnoldgico, nomeadamente a capacidade de intercalar pequenas

moléculas como a agua, capacidade de ser convertida para a forma o (Saito et al. 2000) e
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o facto de ser mais reactiva (Lamarque et al. 2004). No entanto € preciso obter uma
quitina com um grau de pureza mais elevado para melhor a caracterizar, nomeadamente
calcular com exactiddao o grau de acetilagdo, peso molecular e finalmente proceder a

testes toxicologicos in vitro.
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6. PERPECTIVAS FUTURAS

A quitina presente em P. olseni necessitara futuramente de uma melhor caracterizagao,
para tal terd que se efectuar uma optimizagdo da sua extrac¢do, que passard por uma
extrac¢ao com o solvente DMAC/LiCl 5% complementada com um tratamento alcalino
menos agressivo.

O grau de acetilacio, o peso molecular e a confirmacdo da cristalinidade sao
caracteristicas fundamentais da quitina para se verificar a sua potencialidade
biotecnologica. Se esta se confirmar sera necessdria a realizacao de estudos toxicologicos

in vitro e posteriormente in vivo.
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Kubelka-Munk units / a.u.

Espectro de Infravermelho obtido para quitina extraida com 1M NaOH a 28 °C
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Espectro de Infravermelho obtido para quitina extraida com 1M NaOH a 60 °C

Kubelka-Munk units / a.u.
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Espectro de Infravermelho obtido para quitina extraida com 3M NaOH a 28 °C

Kubelka-Munk units / a.u.
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Espectro de Infravermelho obtido para quitina extraida com 3M NaOH a 60 °C

Kubelka-Munk units / a.u.
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Kubelka-Munk units / a.u.

Espectro de Infravermelho obtido para quitina extraida com solvente
Dimetilacetamida/ 5% LiCl
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