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RESUMO: Uma crescente preocupacdo com os danos ao mei@ramlmiciou-se em
1960, que culminou em um grande impacto nas décselqsintes e atualmente € um
assunto de relevancia e repercussao na sociedad@iainuA Organizacdo das Nacbes
Unidas incentiva projetos que visam a reducéao &#iraigdo de rejeitos organicos ou nao e
uma das propostas € a reutilizacdo destes por wheiemprego de metodologias
biotecnolégicas economicamente viaveis para su&zagdo. Dentre as categorias de
residuos solidos orgéanicos destacam-se os donmesile 0s agroindustriais, uma vez que
geram um grande volume de residuos. Durante o gsoade producédo de um fertilizante,
ocorre a producao de um rejeito solido que podsmder o carboidratp-glucana em sua
composicao. Este polissacarideo esta presente rgosubactérias e cereais e, devido as
suas propriedades bioativas, € utilizado na préiere tratamento de doencas como
dislipidemias, diabetes e cancer, assim como aiusstema imune auxiliando no combate
a patdogenos como bactérias Gram-negativas e Graitivps. Neste contexto, o presente
estudo propde o desenvolvimento de uma metodoleigiples e de baixo custo para
obtencédo de¢3-glucana ativa oriunda de um residuo agroindustiégmominado Fracéao II.
Para a extracdo, procedimentos fisicos e quimarasnf utilizados e apods a purificacdo e a
quantificacdo enzimatica obteve-se 7,3 gramas deaghs totais e destas, 6,9 gramas
foram dep-glucanas e 0,4 gramas deglucanas. As analises de ressonancia magnética
nuclear corroboraram com os resultados obtidosamdio espectros caracteristicos dos
polissacarideos previamente observados. Para aaadi@idade bioldgica do carboidrato,
um ensaio anti-proliferativo foi feito e resultadeguivalentes aos relatados na literatura
foram observados nos ensaios, evidenciando umigénilale crescimento bacteriano com
valores estatisticamente significativos (p < 0,000fas cepasEscherichia coli e
Staphylococcus aureu® presente trabalho demonstrou que a metodotieganvolvida
foi eficaz e de baixo custo no isolamento figlucanas biologicamente ativas e que a

Fracéo Il pode ser utilizada para obtencéo destiesspcarideos.

Palavras-chavesreaproveitamento de residuos, metodologia deg&drp-glucanas.



ABSTRACT: In 1960, a concern for environmental damage beghith culminated in a
major impact in the 1970s and is currently a sulijpcelevance and repercussion in world
society. The United Nations encourages projectsppragrams aimed at the reduction and
reuse of organic waste. One of the widespread galp@n the reuse of these is the use of
economically viable biotechnological methodologaesl products for their use. Among the
categories of organic solid waste are the domrgilend agro-industrial ones, due to the
large volume generated. In the process of produein@rtilizer, in a Brazilian agro-
industry, the production of a residue that, hypsitie would have theB-glucan
carbohydrate. This polysaccharide is present igifupacteria and cereals and due to its
bioactive properties, it is used in the preventmmd treatment of diseases such as
dyslipidemias, diabetes and cancer, as well agstia the immune system helping to fight
against pathogens such as Gram-negative bacteti@&eam -positive. In this context, the
present study proposes the development of a siamdelow-cost methodology to obtain
active B-glucan from an agro-industrial residue called &oacll. Physical and chemical
procedures were used for the extraction and patibio and the enzymatic quantification
measured a yield of 7.3 grams of total glucansdartese, 6.9 grams wefeglucans and
0.4 gramsu-glucans. Theé*C and'H NMR analyzes corroborated the results obtained in
the enzymatic quantification showing spectra charatic of these polysaccharides. To
evaluate the biological activity, an antibacteassay was performed and results equivalent
to those reported in the literature were obsenexilencing an inhibition of bacterial
growth with statistically significant values (p <0005) in the strainEscherichia coliand
Staphylococcus aureu3he present work demonstrated that the methogadieyeloped
was efficient in the extraction and purificationtbé macromolecules and that the Fraction

Il can be used as raw material to obtain biolodycattive p-glucans.

Keywords: Reuse of residues, extraction methodolf@gglucans.
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1.0 APRESENTACAO

Estudos da Organizacdo das Nacbes Unidas parauRgrac e Alimentacédo (FAO)
demostraram que 1,3 bilhGes de toneladas de almesdio perdidos por ano no mundo.
Essa perda equivale a, aproximadamente, um tergotdbda producdo de alimentos e
gera um prejuizo em torno de 750 bilhdes de ddkames As frutas e hortalicas sdo os
principais contribuintes para o alto custo econdndos alimentos desperdicados, cujo
valor é de 23% do custo total (FAO, 2016).

No Brasil algumas iniciativas no reaproveitament alimentos sdo notaveis,
dentre estas acdes destaca-se o programa MeshdBasalém de recolher alimentos nao
atrativos para o comeércio, faz uma pré-selecaostiluliicdo destes as instituicbes que
auxiliam pessoas carentes (Sabio et al., 2015yoQuobjeto importante € o Festival Disco
Xepa, que reunechefs” de renome para produzir prataggptirmet” utilizando alimentos
que seriam descartados por ndo terem valor corher@agrupoCarrefour por sua vez,
implantou o projet@ans Fornutilizando o lema "Qualidade além da aparénciate kisa
incentivar a compra de frutas e legumes que apmasedefeitos, como tamanho menor
gue o padrao, mas que ainda mantém boa qualidaale@asumo (Sabio et al., 2015).

Atualmente, dos mais de trés milhdes de toneladdsmathtas produzidas no Brasil,
por ano, cerca de 30% desta producéo é descarmadeip ter valor comercial agregado,
correspondendo a mais de um milh&o de toneladas?diodbatatas com pequenos defeitos,
tais como danos causados durante o processo depdrésy métodos de colheita e
armazenamento, e que resultam na rejeicado do catsu(A.B.B.A., 2016).

Uma agroindustria brasileira utiliza estas batdescartadas para a producdo de um
adubo foliar. Em uma das etapas de producéo desikzénte, ocorre a producédo de um
rejeito solido (neste projeto denominado de “Frajjoque é descartado na natureza.
Estudos prévios (ndo demonstrados, em processoatmt@) indicam uma possivel
presenca de moléculas do ti{pglucanas neste residuo sélido.

As moléculas dég-glucanas sao polissacarideos ndo amilaceos, wodss por
unidades de glicose. Baseando-se nas ligacdes dmwnca anomérico podem ser
classificadas com@-glucanas (1,3)p-glucanas (1,3)-(1,4) ou, aindpsglucanas (1,3)-
(1,6) (Vaclav & Miroslav, 2013). Esse polissacaoidee destaca entre 0s compostos

bioativos, uma vez que estudos demonstraram o papettante do mesmo na prevencao
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de vérias doencas crénicas ndo transmissiveis (BELNis como dislipidemias, diabetes
e cancer (Vaclav, 2009; Vaclav & Miroslav, 2013ktds moléculas também atuam no
sistema imunologico agindo como um modulador e liamxio no combate a infec¢des
oportunistas, como as causadas por bactérias, Suagparasitas (Vaclav & Miroslav,
2013; Beta Glucan Org, 2016). As metodologiasaastlas para a extracdo e purificacao
das B-glucanas ainda sao onerosas 0 que, consequenéensdeNa o preco final de
mercado de amostras purificadas e biologicamentasafZhu et al., 2016; Amazon, 2016;
Estacdo Verde, 2016).

Portanto, o objetivo deste trabalho é o desenverim de uma metodologia
acessivel e de baixo custo que possibilite a atifip da Fracdo Il (rejeito agroindustrial)
para a extracdo e purificacdo de macromoléculdgpddg-glucanas biologicamente ativas,

uma vez que ainda nao foi avaliada a deteccéo desta rejeito.
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2.0REVISAO DA LITERATURA

2.1 GLUCANAS

As glucanas sao os polissacarideos mais difundidaosmtureza e sdo formados por
subunidades de-glicose (monossacarideos) unidas por ligagbesgticcas (Silva, 2006;
Hertzog , 2013; Pizarro, 2014). Em relacédo a astayfs glucanas possuem caracteristicas
distintas. Se 0 monossacarideo for composto poanghde seis membros € chamado de
anel piranosidico, mas se houver cinco membrosagmatio de anel furanosidico (Gallo e
Basso, 2012; Gallo, 2016). Na forma ciclica da ke de glicose, o carbono no qual
ocorre a formacdo da ligacdo hemiacetal é denomiradrbono anomeérico” e sua
hidroxila ligante pode assumir as formagqalfa) oup (beta) (Gallo, 2016). Quando a
hidroxila ligante ao carbono anomérico esta no nodsiio da hidroxila seguinte no plano
do anel (conformacao ciclica da molécula de caratmy, a molécula € denominada
(conformacéo Cis = alfa-glicopiranose) e, quantiaeoxila ligante ao carbono anomérico
esta em lado oposto da proxima hidroxila, no pldacanel a molécula é denominggia
(conformacéo Trans = beta-glicopiranogay(ra 1) (Gallo, 2016).

“CH, OH

a-glicopiranose p-glicopiranose

Figura 1: Diferencas entre a conformacéo de moléculas céctieacarboidratos
formaa (Cis) ep (Trans) (Gallo e Basso, 2012; Gallo, 2016). Addpta
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2.2 ALFA-GLUCANAS

As a-glucanas estdo presentes em vegetais, animaiegghio) e na parede celular
de alguns microrganismos (Synytsya & Novak, 20fdilendo ser encontradas como uma
amilose (com cadeia linear do tipo (1,4) ou amitdip@ (com ramificagdes do tipo (1,6).
Além disso, sédo constituidas de homopolissacariffeotculas constituidas por um sé
tipo de monémero de glicose, exemplo: amido) owerbeblissacarideos (moléculas
constituidas por mais de um tipo de unidade moncméexemplos: peptideoglicano e
proteoglicanos), com uma estrutura molecular ling@adominante (Synytsya & Novak,
2014).

Dentre os registros encontrados na literatura salegtracdo e purificacéo de
glucanas, destacam-se as metodologias que util&dmatataSolanum tuberosuroomo
fonte, uma vez que apresenta em sua composicaangisicdo tipoo-(1,4) e a-(1,6)
(Figura 2) (Garcia, 2013). Outras fontes de obtencéo adglucanas saolremella
mesentéricae Aureobasidium pulluangespécies de fungo) (Silva, 2006). Esta ultima é
utilizada na conservacao dos alimentos, mantergibor e prolongando o periodo para o
consumo, uma vez que possui a capacidade de fdilmess solUveis em agua, ser
inodora, insipida e com baixa permeabilidade degénio (Sutherland, 1998; Barbosa,
2004).

a-glucanas (1.,4) a-glucanas (1,6)
(0 CH,OH
0 4 ’
H
OH H
OH
H OH

Figura 2: Estrutura das moléculas do tipeglucanas (1,4) e (1,6) (Gallo & Basso, 2(
Gallo, 2016). Adaptado.
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2.3BETA-GLUCANAS

2.3.1 Definicao

As B-glucanas sdo macromoléculas “ndo amidos” formgasmondmeros de
glicose unidos por ligac6¢sglicosidicas, que se diferenciam pelo tipo decligaentre as
unidades de glicose (anéis tip@-glicopiranose) da cadeia principal e pelas ramagfies

gue se conectam a essa cadeigura 3) (F.A.O, 1998; Magnani, 2008; Manson., 2011).

o

] Amilose, amilopectina,

B amidos modificados
E Amidos

-

<

]

<

m s
l E Mo anidos
— i - 1 k )

&) IFibras ndo digeriveis p-glucanas celulose.
AL hemicelulose, pectina,

hidrocolaides)

Figura 3: Divisdo dos polissacarideos como amidos e ndo aneidibassificacé

dasp-glucanas (F.A.O, 1998; Magnani, 2008; Manson. 120Adaptado

As fibras dietéticas sdo porcdes de plantas ouomhdios analogos que séo
resistentes a digestdo e absorcdo do intestinadielgumano (FAO, 1998; A.A.C.C,,
2001; Magnani, 2008). O termo fibra dietética umgbolissacarideos como celulose,
hemicelulose, pectina, hidrocolo6ide, inulina, ofigtana, B-glucanas, dentre outras
(F.A.O, 1998; A.A.C.C., 2001; Magnani, 2008; Mans@f@11), podendo ser classificadas
como sollveis ou insollveis e sua classificacdceniggrd diretamente das ligacdes e
ramificacbe$-glicosidicas (A.A.C.C., 2001; Magnani, 2008; Pina2014).

As fibras do tipoB-glucanas, com ramificacdes tife(1,3)-(1,6), sGo comumente
encontradas em fungos e bactéridabgla 1) e podem ser classificadas como insoluveis
ou soluveis (Pizarro, 2014). Entretanto, as filw@s ramificacées do tip(1,3)-(1,4) séo
normalmente encontradas em cereais como aveiaaes@anteio, sorgo e sao classificadas

como fibras soluveisT@abela 1)
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Tabela 1: Origem, estruturas, tipo de ligacdeglicosidicas e tipo de fibra dietética.

Origem das . o Tipo de fibra
Estruturas Tipo de ligacdes o
B-glucanas dietética
o _ Soluveis e
Bactérias B-glucanas linear (1,3) _ o
insoltveis

B-glucanas (1,3)-(1,6) com  Solaveis e

Fungos
J | \ ramificadas curtas insolaveis
Leved B-glucanas (1,3)-(1,6) com  Solaveis e
eveduras
_\ _'| _\ ramificadas longas insolaveis
, B-glucanas linear (1,3)- o
Cereais (1.4) Solaveis

Fonte: (Vaclav & Mlroslav, 2013; Pizarro, 2014). Adaptado

Conforme foi verificado Tabela 1) as p-glucanas podem, dependendo da fonte,
serem fibras dietéticas solUveis ou insolUveiseeesfrutura vai variar entre a cadeia linear

ou ramificada (Vaclav & Miroslav, 2013; Pizarro,120.

2.3.2 Estrutura molecular

Avaliando cada tipo dg-glucana, observam-se caracteristicas especiicasdmo
esqueleto molecular distinto, nivel de ramifica¢@mo de ligacdo glicosidica) e um peso
molecular que afeta a sua solubilidade e acédoldgima (Vaclav & Miroslav, 2013;
Pizarro, 2014). Assim, conclui-se que todas as omagléculas extraidas de produtos
naturais sdo uma variacao de diferentes polimezoglutanas com comprimento, massa
molecular, ramificagbes de cadeia lateral e condgén diferentes (Vaclav, 2009; Vaclav
& Miroslav, 2013; Pizarro, 2014), conforme demodtraanteriormenteT@bela 1) e a

seguir Tabela 2.
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Tabela 2 Estimativa de massa molecular (atbmica) de algyirgucanas.

Fonte Tipo de ligacdo glicosidica  Massa atébmica
Euglendidegalgas) B-(1.3) 200-500 kDa
Saccharomyces cerevisiflevedura) B-(1,3) ep-(1,3)-(1,6) 200 kDa
Alcaligenes faecali¢Bactérias Gram-

_ B-(1,3) 50-200 kDa
negativa)
Fucus vesiculosus e Laminaria
.. B'(l,S) eB'(l,S)'(l,G) 717 kDa
digitata (algas marrons)
Avena sativdaveia) B-(1,3)-(1,4) 50-3000 kDa

Fonte: (Vaclav & Miroslav, 2013). Adaptado.

A estrutura molecular e, especialmente, o tipo idacBo das cadeias principais e
ramificadas vao depender da fonte fagucanas (Magnani, 2008). A estrutura de fontes,
como aveia e cevada, podem ser compostas por satBaramificadas com ligagops
(1,3) eB-(1,4) Figuras 4 e 9 ou por cadeias ramificadas do tipg1,3)-(1,4) Figura 6),
engquanto que as oriundas de fungos constituidasgomias do tip@-(1,3), podendo ter
ramificacbe$-(1,6) Figura 7) (Bathy, 1995; Dongowski, 2005; Magnani, 2008 zaR,
2014).

- -n

Figura 4: Estrutura dep-glucana com ligacBes glicosidicas do tipo (1,3)
(Bathy, 1995; Dongowski, 2005; Pizarro, 2014). Adalp.
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Figura 5. Estrutura dg8-glucana com ligacdes glicosidicas do tipo (1,4ts,
1995; Dongowski, 2005; Pizarro 2014). Adaptado.
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Figura 6. Estrutura def-glucana com liga¢des glicosidicas do tipo (1,3)4)
(Bathy, 1995; Dongowski, 2005; Pizarro 2014). Adaiot

As moléculas com ligacdes do tipg1,3) ep-(1,6) Figura 7) séo constituidas por

um esqueleto linear central de unidades de glikgadas na posica@-(1,3), com cadeias

laterais unidas erfi-(1,6), que ocorrem em diferentes intervalos e t@manhos variados

ao longo do centro da cadeia linear.pAgl,3) tém tamanho estimado de 1500 residuos de

glicose. Por outro lado,&(1-6) apresentam entre 150 a 200 residuos desgliddagnani,
2008; Manson, 2011; Hertzog, 2013).
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Figura 7. Estrutura de3-glucana com cadeias ramificadas do tipo

(1,3)-(1,6) (Bathy, 1995; Dongowski,

Adaptado.

2005; Pizarr2014).

Nos cereais, ag-glucanas estdo presentes nas paredes dos gréaameatss,

apresentando ligagfes do tipgl,3)-(1,4) Figura 6) e formando polimeros complexos de

polissacarideos ndo amidos (Bhatty, 1993; Piza2fii,4). As moléculas unidas por

ligacdes do tipd3-(1,4) correspondem a cerca de 70% das ligacdessilicas e sédo as

mais encontradas em fontesnatura,como observado em cevada e aveia (Manson, 2011;

Hertzog, 2013). Dentre todos os tipos de ceregisglas que apresentam o maior teor de

B-glucanas séo: cevada (2~12g/100g), aveia (3~8g/@86Qrodutosn naturg), sorgo (1~

69/100g de produtm naturg), dentre outros demonstradosTrabela 3 (Akramiere et al.,

2007; Pizarro, 2014).

Tabela 3: Rendimento dag-glucanas em 100g de prodimonatura.

Produto in natura

Rendimento (g)

Cevada
Aveia
Sorgo

Centeio

Cogumelos

2~12

3~8

1-6

1-2

10~50
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Levedura 20~35

Fonte: (Akramiere et al., 2007; Pizarro, 2014). Adaptado.

A guantidade de3-glucanas, conforme visto n@abela 3 pode variar muito
dependendo da fonte da extracdo e das condic@eaticias em que foi obtida a matéria
prima para a extracdo, por exemplo, nos cereaigoode solo e o clima séo fatores que
interferem diretamente no rendimento (Pizarro, 2014

2.3.3 Principais aplicacfes dag-glucanas

As moléculas do tipdB-glucanas possuem a capacidade de agregar diversas
propriedades fisicas, tais como: espessamentdilestedo, emulsificacdo e geleificacéo.
Devido ao seu potencial, elas sdo aplicadas nas @& medicina, nutricdo, farmécia,
indUstrias alimenticias, cosmética e quimica (Fexigehal., 2016, Zhu et al., 2016). Na
Tabela 4demonstram-se algumas aplicacdes e funcionalidtasflsglucanas.

Tabela 4.Principais utilidades dgsglucanas nas industrias alimenticia e farmacéutica

p-glucanas Produto Funcionalidade

Modifica as caracteristicas fisicas e sensoriass do
Salsicha e produtos quando comparados aos tradicionais: maior
hambarguer ~ dquantidade de fibras; menor quantidade de gorduras;

melhor sabor e textura

. Modifica as caracteristicas sensoriais dos progutos
Pao/bolos sem
. melhorando a textura e o sabor. Aumenta a
. gluten . . )
Alimentos quantidade de fibras e reduz as calorias.

Alimentos

modificados para

dietas especiais, Diminui a resposta glicémica e a absorcéo de
exemplo, gorduras

biscoitos e barra

de cereais
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Bebidas Aumenta a saciedade e diminui a ingest@aldegas

Reduz as rugas e linhas de expressao, mantém a

- Hidratantes, hidratacédo da pele, atua como rejuvenescedor,
Cosmeéticos . _ ) N
cremes, locoes previne perda de colageno, e auxilia no
branqueamento de manchas escuras
Pomada/locao Melhora a cicatrizacéo
Colirio Melhora a hidratac&o ocular
' Melhora a resposta terapéutica e o processo de
Curativo o . .
cicatrizacdo em feridas em geral e em queimaduras
Medicina Melhora os niveis glicémicos pos-prandiais, diminui
Suplemento 0s niveis de colesterol total e LDL, melhora a
alimentar resposta imunologica e auxilia no tratamento das

DCNTs e das infec¢Oes fungicas, parasitarias e

bacterianas

Fonte: (Fengmei et al., 2016, Zhu et al., 2016). Adaptado.

Assim pode-se inferir que polissacarideos com@-gkicanas tem um grande

potencial biotecnologico na industria mundial (Feeget al., 2016; Zhu et al., 2016).

2.3.4 Atividade bioldgica dag-glucanas e os beneficios a saude

Algumas pesquisas demonstraram a necessidade dwrareb qualidade dos
alimentos que fazem parte da dieta da populacadiau(Costa, 2004; WHO, 2016 e
2017). Notavelmente, o consumo excessivo de cadiorl simples como os acguUcares,
massasfast food biscoitos, sorvetes, dentre outros, estdo ligadosn maior risco de
desenvolvimento de doencas como as dislipidem@asnghs cardiovasculares, diabetes,
canceres, infec¢gbes fungicas, bacterianas, deatrascenfermidades (Barreto et al., 2005;
Sartorelli & Cardoso, 2006; WHO, 2016 e 2017).

A principal orientacdo nutricional da Organizacaandial da Saude é que a
populacdo humana reduza a ingestdo de acUcaresdergmp e aumente a ingestdo de
alimentos mais saudaveis (WHO, 2017). As frutass evexduras, devido a compostos

bioativos e fibras, se destacam por otimizar a arglhda qualidade de vida dos
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individuos, bem como na prevencdo das doencascamao transmissiveis (WHO,
2017). Outra fonte saudavel de alimentagdo sdem@sais, como aveia, centeio, cevada e
sorgo, que evidenciaram uma boa fonte de fibras/e@ e insolluveis como @sglucanas
(Tabela 5)

Tabela 5.Fibras sollveis e insoluveis, principais fontgmg e beneficios

Classificacao Fonte Tipo de fibra Acado no organismbumano

Frutas, verduras,
aveia, cevada, Retardo na absorcéo de glicose;
centeio, B-glucanas, Reducao no esvaziamento

. o leguminosas  (pectina, gomas, gastrico (maior saciedade);
Fibras Solaveis

(feijao, lentilha, mucilagem, Diminuicéo dos niveis de
soja, grao de hemiceluloses) colesterol sanguineo;
bico), cogumelos, Anticancerigena

dentre outros.
Verduras, farelo Aumento do bolo fecal;
de trigo, alimentos  B-glucanas, Estimulo ao bom funcionamento
Eib fontes de cereais (lignina, intestinal (aceleragao do
ibras
o integrais (massas,  celulose, transito);
Insolaveis . o . . L
paes, biscoitos) hemiceluloses) Prevencéo de constipacao

leveduras. intestinal.

Fonte: (FAO, 1998 Magnani, 2008; WHO, 2017). Adaptado.

Apos administracdo oral, g¥glucanas sédo absorvidas pelo intestino delgado
proximal (duodeno) e internalizadas pelos macr&fagsidentes (Aleem, 2013). A cadeia
B-glicosidica é internalizada e fragmentada em #agdenores e, entdo, carreada para a
medula 6ssea e para o sistema reticular endotgama organico constituido por células
que tém caracteristicas reticulares e endotelia@oedotadas de capacidade fagocitaria) e
linfonodos e, consequentemente, granulécitos e@ntak, mondcitos e células dendriticas
(Aleem, 2013; Vaclav & Miroslav, 2013).

Contudo, a atividade bioldgica dpgylucanas esta diretamente relacionada com a
estrutura, propriedades fisico-quimicas e caratieas reologicas (fluxo da deformacéo

dos materiais sob aplicacdo de forcas que sacsaalipara seu emprego industrial como a
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viscosidade, por exemplo). A ativacdo do sistemanwoiogico € dependente dessas
caracteristicas, cujo mecanismo ocorre pelo recomesto de varios receptores presentes
na superficie de células imunoldgicas, como céldisdriticas e macrofagos (Vaclav,
2009; Novak, 2009; Novak et al., 2012.; Pizarrol4)0 As -glucanas podem ativar as
respostas no sistema imunoldgico inato quando gamliaos sitios de ligagdo dos
receptores de fagdcitos chamados de Dectina-1, intggacdo estimula a secrecdo de
proteinas pro inflamatérias como a interleucina Ill-1) auxiliando no combate a
patdogenos como bactérias e fungos (Novak, 2009zétgr2013). Além disso, por meio
da ativacdo do receptor Dectina-1 e em colaboragio os receptores TLR-2 e 6
(TLR2/6), ocorre a potencializacdo da secrecao&ley citocinas como IL-12, IL-6, IL-
10 e do fator de necrose tumoral alfa (TQ)FEstes por sua vez, desencadeiam a apoptose
celular, uma importante reacéo do sistema imuninma@ia contra alguns tipos de cancer
como o de cancro, por exemplo (Aleem, 2013; VadaMiroslav, 2013). Ademaisp-
glucanas atuam tanto na imunidade inata quantotatdape, consequentemente, podem
ativar diretamente os leucocitos auxiliando no catmba alguns patdogenos como 0s
Streptococcus suis, Escherichia coli, Staphyloce@ureus, Candida albicans, Aspergilus
sp., Leishmania major, Toxoplasma gondii, Plasmwmdioerghei, Mesocestoides corti,
Trypanosoma cruzi e Eimeria vermiformiggkramiere, 2007; Novak, 2009; Vaclav,
2011).

Um estudo de meta-analise realizado em 2014 derangtie 0 consumo de aveia
ou de derivados em uma concentraca@-dggucana> 3g/dia, reduziu o colesterol sérico
apos duas semanas em individuos adultos, com owsametes do tipo Il (Whitehead,
2014). No Japéo, um estudo semelhante utilizandodog observacionais de coorte (0
termo coorte é utilizado para investigar um grupardlividuos que tém em comum um
conjunto de caracteristicas e que sdo observademtduum periodo de tempo com o
intuito de analisar a relagéo existente entre semga de fatores de riscos/caracteristicas e
o desenvolvimento de enfermidades) e de caso-dentfestudos epidemioldgicos
observacionais, longitudinais, retrospectivos, itinak e desenhados para permitir
determinar se uma exposicdo esta associada conesfiectdo) demostrou que, mulheres
em idade pré e pdés-menopausa e que adicionavanmetagl a sua alimentacéo diaria
demonstraram menos chance de desenvolver cancerad® quando comparado com
mulheres que ndo tinham o habito de consumir colpsmem suas refeicdes diarias
(Tabela 6)(Zhang et al., 2009; Li, 2014).
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Um tratamento preventivo contra infeccdes baatega a antibioticoterapia que,
devido ao uso de forma indiscriminada pela popaldgénana, influenciou no aumento de
microrganismos resistentes a antibioticos (Ondéedetnal. 1992; Wannmacher, 2004;
Zimerman, 2010). Diante desta nova realidade, tégfiess alternativas tém sido estudadas
para o controle de cepas resistentes (Hertzog,)20@8mpostos bioativos presentes nos
alimentos, como ag$-glucanas, tém mostrado resultados promissoresx#iado no
combate a infec¢des oportunistas (Aleem, 2013; Bataan Org, 2016). Estas moléculas,
por suas propriedades, também atuam fortalecendstema imune do hospedeiro e,
assim, contribuem no combate a agentes patologieis,como as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Kernodle et al, 199%amiere, 2007). Em um estudm
vivo onde 2,5% dos alimentos oferecidos aos camundarmgosf-glucanas, verificou-se
uma diminui¢cdo do risco de infeccdo [@taphylococcus aureussistente a meticilina e
por Candida albicangTanioka et al., 2012). Em ensaios realizadod jmorg et al. (1998)
foi verificado que a administracdo @leglucana (1,3) purificada, via intramuscular, em
ratos, na dosagem de 0,5-4,0 mg/kg reduziu signiNvamente as unidades formadoras de
colonias deS. aureusno sangue das cobaias. Esta diminuicdo permarpszed8 horas
apos a administracdo, quando comparados aos gdgposntrole. Neste mesmo estudo
também se verificou que aB-glucanas, quando administradas juntamente com o
antibiético (ampicilina), melhorou a eficacia natamento da infec¢do induzida ®r
aureus(Tabela 6)(Liang et al., 1998).

Ensaio feito por Willians et al. (1998), usandamsatomo cobaia, mostrou que a
administracao intraperitoneal fleglucana (150mg/kg) teve efeito benéfico no tratastme
contra peritonite causada pela bacté&riaoli. Eles concluiram que fglucana aumentou
0s niveis de neutrofilos peritoneal e no sanguéépeo € in vitro, os neutrofilos dos ratos
que receberam [glucana, mostraram fagocitose aumentada da ba&técoli (Williams
et al., 1998). Min et al. (2005) verificou em sestueloin vitro que asf-glucanas na
concentragdo de 1.29mg/mL obtiveram uma inibi¢cdordscimento da bactérta coliem
50% quando aumentou a concentracdo para 2mg/mhigéa foi de 80%.
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Tabela 6 Alguns estudos cofffrglucanasn vivo ein vitro: dosagens e efeitos

Tipo de estudo Dosagens Resultados Referencia

Meta-analise em

estudos feitos com 3g/dia, duas Reducéo do colesterol total e .
Whitehead, 2014

humanos adultos com semanas, via oral do colesterol LDL
dislipidemia
Diminui¢c&o de casos de cancer
Estudos de coorte e

Consumo de mama nas mulheres que )
caso-controle em ) _ . ) Zhang et al., 2009; Li,
. habitual de tinham por habito a ingestéo
mulheres pré e pés- o 2014;
cogumelos dos cogumelos nas refeicdes
menopausa L
diarias
4,09-8g/ no L .
. o . Diminuigdo em 50% no pico )
Individuos adultos desjejum, via ) . Mira et al., 2009
de glicose plasmatica
oral
Estudo randomizado, L o
_ Diminui¢do na média dos
controlado com Bebida com 5g, e ) o )
o _ niveis de glicemia p4s- Mira et al., 2009
individuos com via oral )
. ) prandial, colesterol total,
diabetes tipo Il
Os niveis séricos de IL-2, IL-6
. ) e IL-12 aumentaram enquanto
Estudo clinico Medicamento

gue os niveis de IL-4, IL-5 e

randomizado, 50 Tegafur + 1g de o
IL-10 diminuiram. Houve uma Wang et al., 2012

pacientes com cancer B-glucanas /dia L
melhora da condicdo geral e

de esb6fago por cinco dias ) )
na qualidade de vida dos

pacientes

Estudo clinico
randomizado: homens 200mg/dia, dois Diminuicdo dos niveis do PSA

o ) ] Vaclav, 2014
com niveis de PSA  meses, via oral livre e total
total e Livre alterados
o Inibiram o crescimento das
50mg/dia, via ) .
Camundongos | células cancerigenas e Kabasakal, 2011
ora
induziram a apoptose.
Reduziu o risco de infec¢céo
2,5% da
] ~ por Staphylococcus aureus .
Camundongos alimentagéo ) R o Tanioka et al., 2012
) resistente a meticilina e
oferecida

Candida albicans
Ratos 0,2mg-20mg/kg, Inibicdo da toxina Letal do Vaclaval., 2002
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via oral, sete dias bacilo Antrax
antes da infeccéo
por Antrax

Escherichia colie o )
Inibicdo de crescimento da

Staphylococcus 1,29mg/mL _ _ )
bactériak. coliem 50% Min et al., 2005

aureus

Escherichia cole o )
Inibicdo de crescimento da )
Staphylococcus 2mg/mL . . Min et al., 2005
bactériak. coliem 80%
aureus

Fonte: (Sales, NMR., 2017).

Conforme exposto ndabela 6, as B-glucanas apresentam efeitos notaveis no
combate a varias DCNTs e a infe¢cdes oportunistas @s causadas por microrganismos,
por exemplo (Zhang et al.,2009; Vaclav, 2009; \acta Miroslav, 2013; Whitehead,
2014; Li, 2014). Asa-Glucanas também tém demonstrado alguns efeitoéfibes a

saude, conforme veremos a seguir.

2.3.5 Atividade bioldgica dasi-glucanas e beneficios a saude

Os residuos glicosidicos com ligac@eél,3) extraidos do cogumefBanoderma
lucidum foram avaliados em um estudo, demonstrando que obécoia sulfatada
apresentou atividade antitumoral contra o carcindmg&hrlich (Silva, 2006). Ademais,
ensaiosin vivo realizados comu-p-glucanas (1,6), extraidas ffaomoea batatagbatata
doce) sugeriram que a molécula poderia melhorastensa imune, bem como poderia ser
considerada como um modificador de resposta bicddGrhaoa, 2005). Outro trabalho
utilizando a-glucanas extraida do liquen do funBamalina celastriniindicou que os
animais que receberam 200mg/kg/dia da glucanantiaperitoneal, apresentaram uma
diminuicdo de aproximadamente 80% no desenvolvimeet tumores cancerigenos do

tipo sarcoma 180, quando comparados com o grupgoot®iStuelp-Campelo, 2002).

2.3.6 Protocolos de extracao e purificacdo e patestdasg-glucanas
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Existem vérios procedimentos de extracdo e isoleone€as moléculas d@-
glucanas descritos na literatura (Many e Vizhi,£2®hu et al., 2016) e, dependendo da
fonte e da metodologia utilizada, ocorre uma granaieedade de moléculas distintas
guando comparada a massa molecular e tipos deicagdiés (Synytsya & Novak, 2014;
Zhu et al., 2016). Este nivel de complexidade astali e variabilidade apresenta um
grande desafio para os pesquisadores no intuittodgreender a quimica e a atividade
bioldgica das glucanas (Vaclav & Miroslav, 2013).

Diversos protocolos de extracdo e purificacdo jarfo desenvolvidos e os que
demonstraram um maior rendimento @iglucanas foram patenteados, principalmente
devido as propriedades bioativas da molédalbela 7) (Many e Vizhi, 2014; Zhu et al.,
2016). Os métodos podem ser classificados em gosmiisicos ou enzimaticos, podendo
ser utilizados para um tipo especifico de prodatmatura ou para extrair e purificar
moléculas de diferentes fontes, como aveia, cevado e cogumelos (Vaclav &
Miroslav, 2013; Many e Vizhi, 2014; Zhu et al., B)1Dentre estas metodologias de
extracao e purificacdo @-glucanas podemos citar como exemplos a de Geotfirgliek
(1988), uma das primeiras a ser patenteada e aee (2014) patenteada ha trés anos. O
método proposto por McCleary et al., (2010) coesessh um método enzimatico, fisico e
de hidrolise. Este método foi aprovado paksociation of Official Analytical Chemists
(A.O.A.C) e pelaAmerican Association for Clinical Chemist(p.A.C.C.). Lee, 1992).
Bhatty (1995). Temelli (1997), Dongowski et al.0(B) e Redmond & Fielder (2006)
desenvolveram métodos que, embora diferentes entnatilizavam meios quimicos e
fisicos para a extracdo das moléculas do fiygtucanas (Many e Vizhi, 2014; Zhu et al.,
2016). Ahmad et al., (2010) desenvolveu uma mébgik enzimatica para a extracédo de
B-glucanas de aveia. Todavia, Tian et al., (2012edeolveram uma metodologia
utilizando ultrassom, precipitagdo com etanol etrdegacéo para o isolamento ¢
glucanas do fungégaricus bisporusDu et al., (2014) desenvolveram um protocolo que
utiizam uma extracdo otimizada baseada em solvgrdea a extragdo destes
polissacarideos dalordeum vulgare(cevada sem casca). Abaixbabela 7, veremos
algumas patentes concedidas pétated States Petent and Trademark OffitksSPTO),

quanto a extragdo e utilizacadoflglucanas
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Tabela 7.Algumas patentes provenientes da extragcéo eagiz de-glucanas.

Campo da patente Fonte Patente Referencia
Tecnologia de Cevada . .
. US 4804545 Georing e Eslick (1988)
producédo (Hordeum vulgare)
Tecnologia de Cereais em geral
) _ US 5518710 Bathy (1996)
producéo (aveia, cevada, centeio)
Tecnologia de Cereais em geral
) _ US 0192770 Morgan (2002)
producéo (aveia, cevada, centeio)
L o Fungos em geral US20060293278
Aplicacdo na medicina Kelly (2006)
(leveduras e cogumelos) Al

Tecnologia de Fungos

producéo (Saccharomyces cerevisjae
Tecnologia de Fungo
producéo (Schizophyllum commune

Alga (Laminaria digitatg,
Aplicacio na medicina fungos [entinula edodes,
Grifola frondosa e cevada

(Hordeum vulgarg
Fungo

(Ganoderma lucidum,
Aplicacéo em Antrodia comphorata,
cosméticos Agaricus brazil, Coriolus

versicolor and

Schizophyllum commupe

US7550584 B2
US20080160043

Al

US20130230535
Al

US20140031542
Al

Bahl et al. (2009)

Kim et al. (2008)

Cheung (2013)

Chen (2014)

Fonte: (Sales, NMR, 2017)

Conforme verificado, existem muitas metodologiaktaelas na literatura para

extracdo e purificacdo destas macromoléculas. atdyém, muitas patentes provenientes

da extracdo e utilizacdo dpgylucanas de cereais e microrganismiabgla 7) porém, o

isolamento destes polissacarideos em residuo dgstiral descrito neste trabalho é um

dos primeiros estudos da area.

Os dois métodos mais utilizados para a quantifc&céaracterizacdo de moléculas

do tipo B e a-glucanas sdo o método enzimatico e a Ressonanagnéilca Nuclear
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(Synytsya & Novak, 2014). O método enzimatico émétodo simples e quantitativo para
a determinacdo de moléculas do tipglucanas (Mccleary & Glennie-Holmes, 1985;
Mccleary & Nurthen, 1986; Mccleary & Codd, 1991; &fary, 2010), cuja validacéo e
aprovacao da técnica foi emitida pela A.O.A.C. @t 995.16), A.A.C.C., (Método
namero 32-23.01), e pelaternational Association for Cereal Science andhirelogy
(I.C.C.), Método Numero 166 (Megazyme, 2015). O adéttambém foi avaliado com
éxito pelos Comités Analiticos dRoyal Australian Chemical Institueea pela Convencéo
Europeia sobre a Industria da Especificidade.

Dentre os varios métodos existentes, para as es@sruturais mais rigorosas dos
polissacarideos do tipoou B-glucanas, a espectroscopia de ressonancia magnétitear
com marcacdo d&°C (*3C RMN) e a ressonancia magnética nuclear do hidiogém
agua deuteraddH RMN D-0) sdo os métodos mais utilizados pois permitémieaéncia
do grau de pureza, da estrutura dos polissacatesdados, do tipo de ligacdo entre os
monossacarideos, da configurac&oo(l B anomeérica) e da cadeia lateral do polimero
(Solomons e Fryhle, 2006; Synytsya & Novak, 201drrtdk, 2016).

2.3.7 Valor comercial dagi-glucanas

Para avaliar o preco de venda ao consumidor daifmedicos ou purificados die
glucanas, uma pesquisa de preco foi feita (onlime ®co). Apds a coleta dos dados,
foram calculadas as médias simples dos precososbtiie estdo apresentadasiabela

8, abaixo.

Tabela 8. Média de precos de produtos ricos @mlucanas ou d@-glucanas purificadas

disponiveis no mercado.

- ) Referéncia do preco
Produto Média de preco (em reais) ]
final de venda

45,00
. . 3 Estacdo verde, 2016;
CogumeloAgaricus blasei (frasco, 120 capsulas de 300 mg de cogumelo
da) Wal-Mart, 2016
cada

5,00 Estacdo verde, 2016; Péo

(pacote com 200 g de aveia em flocos) de Acucar, 2016

Aveia
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466,00

(frasco, 60 capsulas com 500 mgRdglucana Amazon, 2016
cada).
120,00

(frasco, 60 capsulas com 100 mgRdglucana BIOVEA, 2016

B-(1,3)—(1,6) purificada

cada).

397,00
Zymozan

B(13) (envelope, 340 mg d&-glucana purificadaa  Sigma Aldrich, 2016

99%)
* 65,00

B-glucanas obtida no B
(6,9 g dep-glucanas purificadas a 94,5,

trabalho i
concentrado em po)

Fonte: (Sales, N.M.R., 2017). *(preco de custo final @aglucanas purificadas utilizando a metodologia

desenvolvida, neste projeto, para o aproveitangamteracéo Il)

Conforme visto ndabela 8 o preco de venda de moléculas do fipglucana vai
depender diretamente da sua origem, estrutura e dgapureza. Por exemplo, a aveia
(100g) possui em sua composicdo uma media de 2 moléculas do tip@-glucanas
(1,3)-(1,4) (Zhu, 2016). Nos supermercados ou ld@gprodutos naturais um pacote de
200g de aveia em flocos custa, em média, R$ 5jA6(ceais) (Estacdo Verde, 2016; Pao
de Acucar, 2016). Por serem ricos em macromoléaldatipop-glucanas, os cogumelos
possuem um preco de venda mais elevado. O coguiaedspécidgaricus blaseé um
dos que possui grande quantidadg-dgucanas, cuja obtencéo € de aproximadamente 30g
de macromoléculag-(1,3)-(1,6) a cada 100g do macrofungonatura Na pesquisa de
precos, foi verificado que o frasco unitario couli@ri20 capsulas de 300mg de cogumelo
custa, em média, R$ 45,00 (quarenta e cinco réa@auto et a., 2011; Wal-Mart, 2016;
Mundo Verde, 2016). Quando se tratadél,3)—(1,6) purificada em aproximadamente
95% (noventa e cinco por cento) o preco de vendamasumidor pode variar, citamos aqui
dois exemplos: 1) frasco com 60 cépsulas contefidony dep-glucana custa R$ 466,00
(quatrocentos e sessenta e seis reais); Il) frasgpo60 capsulas de 100mg Blglucana
cada custa R$ 120,00 (cento e vinte reais). SenasadlOg deB-(1,3)—(1,6) purificada
como valor de referéncia, no primeiro fornecedoratr de venda de 10g ser4 de R$
155,00 (cento e cinquenta e cinco reais) e no skgoa mesmos 10g custam R$ 200,00
(duzentos reais), ou seja, custam 22,5% a mais £6ma016; BIOVEA, 2016). Outra
fonte dep-glucana (1,3) purificada € o reagedignozan(99,99% purificada) derivado da
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levedura Saccharomyces cerevisia&ste polissacarido, devido as suas propriedades
bioativas, € muito utilizado em ensaios e experio®rientificos relacionados com o
sistema imunoldgico, tantm vitro quantoin vivo, logo seu preco de venda € alto com
340mg deste produto custando em torno de R$ 3q#@&fentos e noventa e sete reais)
(Synytsya & Novak, 2014; Sigma, 2016).

O célculo base dos custos de obtencéopegisicanas, da Fracao Il, foram feitos
baseados em Teixeira (2007) e Braga (2012), cighag@o considerou (1) a extracao, (2)
a purificacdo e (3) a metodologia desenvolvidaengsbjeto, analisando a utilizacdo de
matérias primas, reagentes, agua, luz, dentresou@anforme podemos verificafrgbela
8), foi possivel extrair e purificg-glucanas biologicamente ativas a um baixo custmeo
possibilita uma possivel producédo e custo finalsni@rato quando comparado a outros

disponiveis no mercado, tornando-se assim um poanhrhpetitivo.

2.4 PROCESSO DE OBTENCAO DA FRACAO I

2.4.1 Origem da batata

A batataSolanum tuberosurtem sua origem nos Andes Peruanos e Bolivianos,
proximo ao Lago Titicaca onde é cultivada ha mais/d00 anos. Em cada pais recebe
diferentes nomenclaturas; no Brasil é chamada tiabeglesa, no Chile de araucano ou
Poni, na Coldbmbia déomy, na Espanha deapg na Italia dePatata Na Irlanda dérish
PotatoouWhite Potatae assim por diante (A.B.B.A., 2016).

A batata foi introduzida na Europa por volta do dedl520 e foi responsavel pela
primeira Revolucdo Verde no velho continente. Augliio da batata pelo mundo ocorreu
através da colonizacéo realizada pelos paiseseugopo Brasil foi introduzida por volta
do ano de 1700 e os primeiros registros de estados as batatas datam de 1906 no
Estado de Sdo Paulo. Nos Estados Unidos, a batatagcou a ter importancia comercial
apenas no fim da década de 1840 com a imigragiudkka. Inicialmente era uma cultura
de subsisténcia, cultivada apenas em pequena esodtartas familiares, sendo chamada
de "batatinha". Apenas mais tarde, na construc@o felaovias no Brasil quando os

engenheiros/técnicos ingleses exigiram a batataua® refeicdes é que a espécie passou a
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ser chamada de "batata inglesa" (A.B.B.A., 20168)arffo a composi¢cao nutricional da
batata, segundo estudos feitos pela OMS, em casmdegéncia a batata e o leite seriam
suficientes para suprir as necessidades nutrigodai populacdo mundial (A.B.B.A.,

2016). A batata inglesa é um alimento rico em @adriatos, minerais como potassio,

magnésio, fosforo e calcio (Philippi, 20Q&iCamp, 2006).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, no Brasi§ compostos organicos
representam em torno de 60% do total de residuasige e a batata esta entre eles pois as
de pequeno porte, por ndo terem valor de comesém,descartadas ainda no campo e as
com pequenos defeitos sdo descartadas, mais taglezentros de distribuicdo e/ou no
comércio (Sabio et al.,2015).

O descarte de residuo (proveniente da batata) roanwiente, pode trazer graves
problemas de poluicdo. A irrigacdo de solos conguwa&esidual da batata contamina a
superficie, traz odores desagradaveis ao meio atebéeleva nitrogénio e fésforo para a
agua do subsolo (Fernandes et al., 2008).

Porém, a grande maioria destas batatas, poderrem seilizadas para a fabricacao
de outros produtos tais como a fécula, flocosnFes, produtos extrusados, utilizacao para
alimentacédo animal, producgéo de é&lcool e biopldsti© reaproveitamento das batatas, de
pequeno porte e ndo comercializadas, para a prodigdertilizante e alcool e/ou outros
produtos como citados anteriormente poderiam ajadanenizar estas perdas, no Brasil,
de modo significativo e, ainda, seria um incents agricultores pois, estes, teriam uma

renda extra da venda de um produto antes descargdadatureza (A.B.B.A., 2016).

2.4.1 Reaproveitamento

A preocupacdo com o meio ambiente se tornou unmttssie grande relevancia e
enorme repercussao (Sanseverino, 2000). A criaggoragramas que visam a reducéo e
reutilizacdo de residuos quer sejam industriaiiagdustriais, eletrénicos ou outros se faz
necesséria (Gustavsson et al., 2011; Wadhwa &(dl4) e uma das ideias difundidas é o
emprego de biotecnologias economicamente vidvers p@a utilizacdo de residuos
(Sanseverino, 2000; Backes et al, 2007; Fernaetles, 2008; Aziable et al., 2017). Neste
contexto, Laufenberg et al. (2003), Rosa et all{20Gudifia et al. (2016), Aziable et al.,
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(2017) relataram alguns exemplos de reaproveitaona@atresiduos agroindustriais como
matéria prima para a obtencdo de novos produtosvaton comercial agregado.

Seguindo este raciocinio de reaproveitamento deddues organicos, uma
agroindustria brasileira utiliza as batatas de paquporte e com pequenos defeitos (que

seriam descartadas na natureza) para a produg#n ddubo foliar.

2.4.2 Origem da Fracao Il

Durante o processo de producédo deste fertilizanja, patente esta em andamento,
ocorre a producdo de um rejeito agroindustrial denado Fracéo I(Figura 8), que foi
cedida gentiimente para o estugdnexo 10.1) Resumidamente, batataéSolanum
tuberosumséo trituradas e fermentadas e, posteriormentereoama etapa de filtragem
gue separa uma fracdo liquida e uma fragcdo sdlielscértada, Fracao Il), que é composta
de bagaco da batata fermentgd&aura 8). A empresa produz cerca de um milhdo de
tonelada/ano de rejeitos, uma média de oitentkgithés e apenas uma pequena parte €

utilizada como racao para suinos e bovinos.

Batata Solanum tuberosum

)

Trituracao e fermentacio

Filtracdo simples pcljr pressdo constante

Fracdo liquida, ndo utilizada no estudo Fracao IT

Figura 8. Processo de produgéo do fertilizante do qualis@ada a Fragdo Il. Fonte: (Sales, NMR, 2017).
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2.4.3 Composicao nutricional da Fragéo Il

Um estudo do grupo envolvendo a avaliacdo da coiggamsutricional da Fracao
Il indicou presenca significativa de fibras, (23 Pgin naturg), proteinas (5,29/100g) e
lipideos (0,489/100g) (dados ainda n&o publicad@s)n relacdo aos micronutrientes
destaca-se o zinco (11,67mg/100g), bem como od&nm®nstrados nkabela 9

Tabela 9.Comparacéo entre macro e micronutrientes da Fiheém batata

Nutrientes *Fracao Il *Batata
Carboidrato 8,009 18,009
Proteina 5,209 2,08¢g
Lipideos 0,48g 0,109
Fibras 23,49 1,609
Célcio 0,08mg 7,00mg
Magnésio 0,04mg 21,00mg
Manganés 0,49mg 0,26mg
Fosforo 0,15mg 46,00mg
Enxofre 0,09mg 0,07mg
Zinco 11,67mg 0,39mg
Potassio 0,54mg 543,00mg

*100 g de produtan natura.Fonte: (SALES et al. 2014 (dados ainda ndo publicados)tigphi 2002;
UniCamp, 2006). Adaptado.

Conforme é possivel verificar Mabela 9 ndo foram encontrados contaminantes
como metais pesados (cobre, chumbo, mercurio, hisglénio, cromo, etc.) na Fracao II.
Este resultado indica uma futura possibilidade tiézacdo deste residuo como racao
animal ou, até mesmo, para a producdo de uma &sgem gluten e rica em fibras e

proteinas (apods futuros ensaios para se confirmaodoxicidade deste produto aos seres
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humanos) para a utilizagdo na nutricdo humanaaadgdiar pacientes como os portadores
de doenca celiaca, dislipidemias, diab&letittus ou obesidade, por exemplo.

O desenvolvimento de um método simples e baratb gaxtracdo e purificacao ple
glucanas da Fracdo Il poderia incentivar a sudtditade e o desenvolvimento
tecnologico do processo de producdo do adubo, getiswularia 0 reaproveitamento da
Fracdo Il antes descartada na natureza. Ademaia, 18ea fonte alternativa de matéria

prima para fabricacdo de produtos nutracéuticos matencial imunologico.



40

3.0 JUSTIFICATIVA

Polissacarideos, como dg%glucanas, sdao amplamente utilizados em produtos
terapéuticos e a sua extracdo a partir da Fracgmdlera ser uma fonte alternativa na
geracdo de novos produtos imunopreventivos ou aratilizagdo nas industrias
alimenticias.

A extracdo de moléculas do tipaglucanas € definida como uma metodologia onerosa
e trabalhosa pois sdo empregados solventes de elestido e em alguns casos toxicos.
Tais procedimentos sdo amplamente estudados/padestdevido a importancia crescente
que asB-glucanas adquiriram no meio cientifico, nas inda@stalimenticia e farmacéutica,
devido ao seu potencial bioldgico.

O desenvolvimento de uma nova metodologia deg&tf-glucanas baseia-se em:
(D nao foi encontrado na literatura uma metod@logue descreva a extragcdo das
moléculas oriundas de residuos agroindustriaisatigtdy (Il) aumento acentuado no custo
de solventes importados, o qual elevou os custosédaicas tradicionais de extracao; (Il
desenvolvimento de um método barato, simples e ertddinente aceitdvel para a
extracdo, sem 0 uso de solventes téxicos e (IVeaproveitamento de um residuo
agroindustrial que seria descartado na natureza.

Assim, o respectivo trabalho é de alta relevanmma vez que ira contribuir com o
desenvolvimento de uma nova metodologia acessévekttacdo df-glucanas, bem como
demonstra que o reaproveitamento de residuos mmisstpor meio do uso da
biotecnologia, pode gerar fontes genuinas de ragbérna.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia simples e de baixcoaypseé possibilite a utilizacdo

da Fracdo Il (rejeito agroindustrial) para a exmg a purificacdo d@-glucanas

biologicamente ativas

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver um método de extracéo e purificagipdlissacaridef-glucana a partir
do residuo agroindustrial, denominado Fracéo Il.

- Quantificar o polissacarid@eglucana obtido por meio de ensaio enzimatico.

- Caracterizar o tipo de polissacaridpaylucana obtido utilizando a técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear.

- Avaliar a atividade biologica do polissacarigiglucana obtido por meio de ensaio

anti-proliferativo.

41
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5.0METODOLOGIA

5.1 EXTRACAO E PURIFICACAO DE MOLECULAS DO TIPB-GLUCANAS

Para a extracdo e purificacdo das moléculag-gleicanas um protocolo proprio foi
desenvolvido, utilizando métodos quimico (etanoll@%), fisico (homogeneizacao,
centrifugacdo, autoclavagem e sonicacédo) (em psocds patente). Nenhum protocolo
para purificacdo e extracdo de moléculas do fighucanas para residuo agroindustrial
derivado de batata fermentada (Fragédo Il) foi ettado em bancos de dados e de
patentes. Dessa forma, foram feitas adaptacdemétmglos propostos por Wood (1978) e
aperfeicoado por Temelli (1997) e Bhatty (1995) amrobjetivo de se desenvolver novo

protocolo.

5.1.1 Metodologia desenvolvida

50g da Fracéo Il foi homogeneizada em liquidificad@ marca Oster, BRLY07-Z00-
57, 60Hz, 220V, 600W (México) com 500mL de aguditdeln, em velocidade maxima,
por 5 minutos. O liquido homogéneo foi, posteriantegtransferido para fraseslemeyer
de 4L e autoclavado em autoclave da marca Phoemitkcal (S&o Paulo - Brasil) por duas
vezes consecutivas a 120°C por 120 minutos (paebrgude proteinas). A solucdo
autoclavada, foi adicionado igual volume de etand00%, sendo a amostra incubada a
4°C por 24 horas (para separacdo de lipideos). Agsée periodo, a amostra foi
centrifugada em centrifuga Modelo S810R-R, ma&paendorf,(Hamburg, Germarjya
4000rpm por 20 minutos a 4°C, sendo o sobrenadastartado. O pellet foi incubado em
temperatura ambiente por 2 dias em fluxo laminama@aca VECO, modelo BioSeg 09
(Campinas, Sao Paulo) a fim de se eliminar excedsaggua e carboidratos restantes. A
amostra (cerca de 32,179 restante dos 50g inid@is)ovamente, transferida para frasco
erlemeyercontendo 1000mL de agua destilada e autoclavaddyass vezes nas mesmas
condicOes descritas anteriormente. Depois, a amfistsonicada em sonicador vertical da
marca BRANSON Digital Sinifier 450, modelo 102Banbury, Connecticut, EUApor
30 minutos, nas condicfes 10 segundos ON/30 segudéi¢- e amplitude de 30%. A
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amostra sonicada foi submetida a nova centrifugac8000rpm por 20 minutos a 4°C.
Dessa vez, o pellet foi descartado e o sobrenadafiteu precipitagcdo apos adicdo de
mesmo volume de etanol a 100% com posterior inédagd°C por 24 horas. Apos nova
centrifugacdo, nas mesmas condicdes descritas icaniente, o sobrenadante foi
descartado e, ao pellet, foi adicionado 50mL deaapstilada. A amostra foi incubada a
100°C em banho-maria da marca AmershamBioscientadelo Multitemp Il Uppsala,
Swedej por 20 minutos. Em seguida, a amostra foi ragfriem temperatura ambiente e
centrifugada a 4000rpm por 20 minutos a 4°C. Amssarte do sobrenadante, o pellet foi
liofilizado em liofilizador da marca Analitica, meld Christ 1,4 Alpha Lplus (Osterode
am Harz, Germanypor 3 dias.

5.1.2 Remocéo de lipopolissacarideo (LPS)

A amostra (100mg) liofilizada foi diluida em 2mL dgua Milli-Q. Em seguida foi
incubada a 100°C/15 minutos. Posteriormente, a @manés centrifugada a 8000rpm/10
minutos. Em seguida o sobrenadante foi incubado pmateinase K a 0,05% por 1 hora a
60°C. Logo apés, a proteinase foi inativada incdbam a 100°C durante 5 minutos
seguido de uma nova centrifugacdo (5 minutos a009diros). O sobrenadante foi o
lipopolissacarideo (removido) e o concentrado nestioi dep-glucanas (Westphal e Jann,
1965; Wang, et al., 2010; Davis e Goldberg, 20C2m modificacdes.

5.2 QUANTIFICACAO ENZIMATICA DAS MOLECULAS PURIFICHDAS

O ensaio para a quantificacdo enzimatica foi radbz utilizando a metodologia
descrita por McCleary et al.,, (1985, 1986, 1991ll)izando o kit K-YBGL 09/2009
(Megazyme Internacional Ireland Ltda., Wicklow, U.lseguindo as instrucbes do

fabricante, conforme descrito abaixo:

Para determinacdo das glucanas totais, 0,1g +@®5gnostra extraida e purificada da
Fracao Il foi pesada. A amostra foi, entdo, hidadia com 1,3mL de HCI e incubada a

100°C durante 2 horas em banho-maria da marca Aamaiiosciences, modelo
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Multitemp Ill. O pH da amostra foi neutralizado ccadicdo de 2mL de KOH. Para
determinacdo das glucanas totai(3), uma aliquota de 0,1mL de amostra foi digerida
com adicdo de exo-(1-Brglucanase (100 U.mi) e B-glucosidase (20 U.mib) em
200mM de tampéo de acetato de sodio (pH 5,0). @®llgados foram incubados com
uma mistura de invertase (500 U.H)le glicose oxidase (> 12.000 UiLa 40°C durante 1
hora. A absorbancia da solucdo foi medida em leiltoplaca Elisa da marca Molecular
Devices, modelo SpectraMax 19upinyvale, EUA utilizando o software SoftMax Pro 5,
a 510nm. O experimento foi feito em triplicata.

Para determinacgéo de glucanas do éipamostra pesada (0,19 + 0,019) foi dissolvidas
em 2mL de KOH e hidrolisada, sendo posteriormedieianadas a 1,2mL de tampéo de
acetato de saodio (pH 3,8). Depois a amostra falbada em banho de gelo sob agitacao
constante por 20min. Amiloglucosidase (1630 Ulnk invertase (500 U.m}) foram
adicionadas a solugdo submetida a uma nova incoil@agf°C durante 30 min. A aliquota
foi, entdo, incubada com uma mistura de glicosdamé (> 12.000 U:t) e peroxidase (>
650 U.L1), a 40°C durante 20 minutos. A absorbancia dac&olufoi medida em
equipamento leitor de placa Elisa da marca MoledDkvices, modelo SpectraMax 190
(Sunnyvale, EUAutilizando o software SoftMax Pro 5, a 510nm.Xpeximento foi feito
em triplicata.

A equacao utilizada para o célculo do conteddo @ééenlas do tipoB-glucanas

considerou a diferenca entre o contetdo de gludateis e glucanas do tipo

Glucanas do tipop-glucanas = Glucanas totais — Glucanas do tipo

5.3CARACTERIZACAO DE MOLECULAS POR RMN

A espectrometria d€C RMN e'H RMN em DO, das amostras, foi conduzida em
um Espectrometro de Ressonéncia Magnética Nuclea60®MHz (modeloMagneto
Ascend600, Console Avance Ill HDda Universidade de Brasilia - UNB). As amostras
foram pesadas nas concentracfes de 50mg e dilmid®@uL de BO a 99%. O espectro
foi adquirido com sequéncia de supressédo de seMvagesgp), 1024canse intervalo
entrescansde 1 segundo de acordo com descrito por Young-€eek. (2000) e Vaclav

and Miroslav (2013). Para obtencéo e analise dosceé®s de RMN foram utilizados os

44



45

programaslopSpin3,5p16, 2016Kruker Corporation, Billerica, EUfe 0 ACDSpectrus
Processor2016.1.1 ACD/labsToronto, Canadpa

5.4ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA.

Para os ensaios de atividade antimicrobiana, faraliimadas amostras das glucanas
totais da Fracdo Il contra as bacter@aphylococcus aureuBTCC, Escherichia coli
ATCC, Staphylococcus aureussistente a Meticilina Escherichia coliestirpe clinica.

As cepas d&. aureugATCC 29213) é€scherichia col(ATCC 8739) foram obtidas a
partir da coleta de microbiologia na Universidaded@ca de Brasilia, Distrito Federal,
Brasil. A cepaS. aureusresistente a Meticilina (MRSA 007133623)Ee coli (estirpe
clinica 3789319) foram isoladas com suporte pelcCEN (Laboratério Central do
Distrito Federal, Brasilia, Brasil). Uma col6niadividual de cada estirpe bacteriana foi
riscada em placas de LB (1% de triptona + 1% delNaQ5% de extrato de levedura,
1,7% de agar), pH 7,0 = 0,2 durante 24 horas.

As macromoléculas de glucanas totais da Fracawd| festada na concentragéo de 50
mg.mL?! e solubilizadas em caldo LB. Como pré-cultura, uimica colonia de cada
bactéria foi inoculada em 5mL de caldo LB (1% dpténa + 1% de NaCl + 0,5% de
extrato de levedura), pH 7,0 £ 0,2, entre 12 edr@ddaté atingir bactérias crescimento em
fase logaritmica. Um volume de @0 de pré-cultura foi adicionado a um caldo de LB
fresco de 5mL para a cultura. O crescimento bacterida cultura foi monitorizado a
595nm até a fase intermediaria a uma concentragébde 5.104mit UFC por poco, de
acordo com os Padrbes @dinical and Laboratory Standards Institu{€LSI, 2012). As
microplacas contendo uma mistura de amostras, it caldo LB foram incubadas a
37°C e o crescimento bacteriano foi monitorado @an&® a cada 30 minutos durante 24
horas, constantemente agitado. Amicacina, Ampgikn Gentamicina foram utilizados
como controle positivo a uma concentracdo deg40L. O caldo LB foi usado como
controle negativo.

Também foi utilizado Zymosan (50mg.n8L.como um controle positivo contra as
bactériasS. aureusresistente a Meticilina (MRSA 007133623)e coli (estirpe clinica
3789319), uma vez que na literatura sdo encontnadesncias deste composto e a sua

atuacao sobre as bactérias (Pizarro, 2014; Vadidivaslav, 2013).
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As glucanas totais obtidas da batStatuberosun{50mg.mL?') foram usadas como
controle negativo para todas as cepas de micrang@si uma vez que a batata é a matéria
prima para a producao do fertilizante do qual &@meente a Fracéo Il. A batata utilizada
nao passou pelo processo de producdo do adubmqasssu pela mesma metodologia de
extragcdo e purificacdo d@sglucanas que a Fracéo II.

A inibicdo do crescimento bacteriano baseou-seahar le absorbancia a 595nm apos
24 horas, que foi seguido em comparagao com o daocontrole positivo obtido que
dificulta o desenvolvimento de toda a populacéddaletérias (100%) (Lima et al.,2013).
Os ensaios antibacterianos foram realizados at@deé&nsaio de microdiluicdo utilizando
um leitor ELISA para microplacas de 96 pocos (BiptEUA). Todos 0s ensaios
antibacterianos foram realizados em triplicado. édra de inibi¢cao foi calculada com base
nas leituras para Oh, 6h, 12h, 18h e 24h, segudmédlise estatistica.

5.5ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita utilizando o softes&raphPad Prism Statisticversao
6,1 (Sao Francisco, EUA).
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ABSTRACT: The United Nations conducts programmes in the sarefa industrial
development and the environment that aim at theiatezh and reuse of residue. One
possible way to recycle waste is the employmenéaainomically viable methodologies
that use discard residues to new technologicalymtsd such polysaccharidgglucans are
polysaccharides from yeasts, mushrooms, rye ans, @ad their bioactive properties,
including antimicrobial, anti-infective, anti-inflamatory, anti-hypercholesterolemia
chemo-protective, anticancer and immunostimulatcivities, have been described as
among the greatest discoveries in biological s@efberefore, this study has developed a
new, simple, and low-cost methodology ftglucan isolation from fertilizer residue,
specifically Fraction Il. Physical and chemical @edures were developed for the
extraction and purification g§-glucans, which yielded 7.3 g of total glucans érfal g of
B-glucans. The carbohydrate isolation was confirfogduclear magnetic resonance and
enzymatic quantification analyses, and microbiatabiassays showed the bacterial
inhibition of Staphylococcus aureuS. aureuys and Escherichia coli(E. col). The
methodology described in this work was less expendian other approaches reported in
the literature, and this study showed tiaglucan recycling is a potential source of

microbiological activity.

Keywords: recycling residues, extraction protoddglucans.
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1. Introduction

B-Glucans are non-starch polysaccharides with gkicamits and carbon
interactions that can be classified [&s-glucopyranose (1,3)3-p-glucopyranose (1,3)-
(1,4) orp-p-glucopyranose (1,3)-(1,6) (Vaclav and Miroslavl20Upadhyay et al., 2017).
The p-(1,3) andp-(1,3)-(1,6) glucans witl§-D-glycosidic bonds can be found in fungi,
yeast, and bacteria in both insoluble and solublen$ (Vaclav and Miroslav, 2013;
Upadhyay et al., 2017). Howevé¥(1,3)-(1,4)B-D-glycosidic bonds are commonly found
in cereals such as oats, barley, rye, sorghumyraaige, and only in soluble fibres (Vaclav
and Miroslav, 2013; Pizarro, 2014)Glucans have different physical properties inahgdi
thickening, stabilization, emulsification, and g&ll (Fengmei et al., 2016). Due to these
characteristicsp-glucans are used as components in ointments, @yes,ddressings, and
food supplies, as well as in the food industry ¢saes, gluten-free bread, snacks, and
drinks) and cosmetics (lotions, creams, and momdts) (Fengmei et al., 2016). Studies
have demonstrated the importance of these moleaslgseventive agents against several
chronic non-communicable diseases, mainly dyslgnda, diabetes, and cancer, and they
can also act in the immune system against oppatianinfections (Akramiene, 2007,
Vaclav, 2009; Vaclav and Miroslav, 2013; Upadhyayle 2017). Fraction Il is obtained
from an organic fertilizer that is a residue of ®@anum tuberosufermentation process
(Patent in progress).

The residue can be of domestic, urban origin omfiadustry or agro-industry
(Sanseverino, 2000; Fernandes et al., 2008; Azigtodé., 2017). The materials, due to the
large volume generated, can constitute a seriouvgosmental problem (Sanseverino,
2000; Fernandes et al., 2008; Gustavsson et dl1, Zriable et al., 2017). For this reason,
the United Nations and the Food and Agricultureadrgation of the United Nations have
supported the development of projects to reduceraunse these residues (Gustavsson et
al., 2011; Wadhwa et al., 2014). Within this con¢cé@ufenberg et al. (2003), Gudiia et
al. (2016), and Aziable et al. (2017) demonstra@ae examples of the reuse of residues
as raw materials with potential biotechnologicallso Therefore, this study proposes the
development of a simple and low-cost method for ék&action and purification of-
glucans from Fraction Il as a potential biotechgatal tool. Such methodologies have
been extensively studied/patented due to the iscrgamportance of-glucans in the
scientific and market environment for their antican antiglycemic, and

anticholesterolemic potencies, their functionsrasiunomodulators of the immune system
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and their use as raw materials in the food and ageeindustries (Vaclav and Miroslav,
2013; Pizarro, 2014; Whitehead, 2014; Upadhyay.e2@17).

2. Materials and Methods

2.1 Extraction and purification of g-glucans

Using chemical (100% ethanol), physical (grindingentrifugation and
autoclaving), and sonication methods, 100 g of toacll (Patent in progress) was
homogenized in a blender with 1000 mL of distilledter at full speed for 5 min. The
homogeneous liquid was moved to a 4 L flask andcaved (model Phoenix, S&o Paulo,
Brazil) twice at 120°C for 2 hours. An equal voluonfeLl00% of ethanol was added to this
autoclaved solution, and the sample was incubdtdfiGafor 24 h. Afterwards, the sample
was centrifuged at 269 x g for 20 min at 4°C, dmelsupernatant was removed. The pellet
was incubated at room temperature for 2 days amanlar flow to eliminate excess water.
The sample was relocated to a flask containingot distilled water and autoclaved twice,
as described previously. Then, the sample was atuidor 30 min (BRANSON Digital
Sonifier 450, model 102C, Danbury, Connecticut,teet0 sec/ON and 30 sec/OFF and
30% amplitude). The sonicated sample was centrifaye269 x g for 20 min at 4°C. In
this step, the pellet was discarded, and the safpmarhwas precipitated after the addition of
the same volume of 100% ethanol and incubation°@t fér 24 h. After centrifugation
under the same conditions previously describedstipernatant was discarded, and 50 mL
of distilled water was added to the pellet. The ganwas incubated at 100°C in a water
bath for 20 min. The sample was cooled to room satpre and centrifuged at 269 x g for
20 min at 4°C. After supernatant removal, the pellas lyophilized (Christ, model 1,4

Alpha LD plus, Osterode, Germany) for 3 dayslanum tuberosumvas used as a control.

2.2 Quantification method

The B-p-glucan assay was according by Vaclav and Miros(@013) and the
manufacturer’s kit instructions (Megazyme, 201%5).atdition, the method is in agreeing
of Association of Official Analytical Chemists (nmetds 985.29, 991.42, 991.43 and
993.19), and American Association for Clinical Ch&my (methods 32-05.01, 32-06.01,
32-07.01 and 32-21.01).
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2.3 Nuclear Magnetic Resonance

Fifty-milligram samples of the total glucans in €an Il and of the total glucans
in the potatdS. tuberosumvere diluted in 60@l of D2O, as described by Young-Teck et
al. (2000). The Spectra were obtained using a BrAkance Il HD spectrometer (Bruker
Corporation, Billerica, EUA) operating at thd frequency of 600 MHz. The spectra were
acquired with a solvent suppression sequence (pyed§24 scans and a 1 sec scan
interval. For analysis of the NMR spectra, the wafe programs TopSpin 3.5p16, 2016
(Bruker Corporation, Billerica, EUA) and ACD Labtwaes ACD/Spectrus 2016.1.1
(Toronto, Canada), which was according to YoungkTet al. (2000) and Vaclav and
Miroslav (2013).

2.4 Antibacterial Assays

The antibacterial activity assays was based in éfial. (2005) and C.L.S.I. (2012),
with adaptations. Total glucan molecules at a cotragon of 50 mg.mt, solubilized in
LB broth, were applied t&. aureusATCC, E. coli ATCC, methicillin-resistansS. aureus
and anE. coli clinical strain.The S. aureugATCC 29213) ancE. coli (ATCC 8739)
strains were obtained from the microbiology collaetat the Catholic University of
Brasilia, Federal District, Brazil. Methicillin-ressant S. aureus(clinical strain MRSA
007133623) ané. coli(clinical strain 3789319ere isolated with the support of LACEN
(Central Laboratory of Distrito Federal, BrasilBrazil). An individual colony of each
bacterial strain was streaked on LB plates (1%toryp + 1% NaCl + 0.5% yeast extract;
1.7% agar) at pH 7.0 £ 0.2 for 24 h.

For pre-culturing, a single colony of each bactesiein was inoculated in 5 mL of
LB broth (1% tryptone + 1% NaCl + 0.5% yeast ext)goH 7.0 = 0.2, for between 12 h
and 16 h until the bacteria achieved logarithmiagghgrowth. A volume of 50 pL of pre-
culture was added to a fresh 5 mL LB broth for ¢aéture. The bacterial growth of the
culture was monitored at 595 nm until the mid-ldgge at a final concentration of 5 ¥ 10
mL* UFC per well, according to CLSI Standards (CLSI12). Microplates containing a
mix of samples, bacteria and LB brotlere incubated at 37°C, and the bacterial growth
was monitored at 595 nm every 30 min for 24 h urdestant shaking.

Amikacin (used against thE. coli clinical strain), ampicillin (used again§.
aureusATCC) and gentamicin (used agairist coli ATCC and methicillin-resistan§.

aureus were used as positive controls at a concentratict® pg.mtt. Zymosan (Sigma-
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Aldrich, Z4250-250MG) and the total glucans of hatatoS. tuberosun{50 mg.mL%)
were used as positive controls. LB broth was used aegative control. The inhibition of
bacterial growth was based on the absorbance an&dafter 24 h, which was directly
related to the value of the positive controls thimidered the development of the whole
bacteria population (100%) (Lima et al., 2013). Emtibacterial assays were performed
through a microdilution assay using an ELISA reafier 96-well microplates (Biotek,
USA). All antibacterial assays were performed iplicate. The average inhibition was
calculated based on measurements taken at 0 h15 i, 18 h and 24 h and followed by

statistical analysis.

2.5 Statistical analysis
Statistical analysis was performed using GraphPasimPStatistics, version 6.1
(California, USA) (Maxwell et al., 2007).

3. Theory
The reuse of Fraction Il, a solid residue from pinecess of manufacturing a fertilizer, can

be used for biotechnological purposes.

4. Results

4.1 Extraction and purification

After the extraction of 100 g of Fraction Il, 10ghtotal weight of the isolated
fraction was obtained. After purification, 7.3 g wital glucans was obtained. For the
potato sample, 100 g of raw material produced 5.bf goolysaccharides, and after
purification, 3.4 g of total glucans was obtainédg. 1 describes the process of the
extraction and purification of the glucans fromdtian 1l and from potato, as described in
the methodology.
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Potato Solanum tuberosim

}

Pressing and fermentation
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(fertilizer)

B-glucans extraction

B-glucans purification

Figure 1 - Fraction Il source illustrative scheme.

4.2 Enzymatic quantification

Enzymatic quantification of the Fraction Il extratiowed 7.3 g of total glucans, of
which 6.9 g werg-glucans and 0.4 g wereglucans. The&solanum tuberosumxtraction
contained 3.4 g of total glucans, of which 3.3 gs\#aglucans and 0.1 g wasglucans
(Table 1).

Table 1.Total glucans enzymatic quantification from FrastlbandSolanum tuberosum

Sample Total glucans (%) a-glucans (%) p-glucans (%)

*Fraction |l 69.5 55 94.5

* Solanum tuberosum
66.6 2.9 97.0

* Sample of 100 gn natura.Triplicate assay.
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4.3Nuclear Resonance Magnetic

The 'H NMR (Fig. 2) and *C NMR (Fig. 3) analyses showed typical
polysaccharide signals for the total glucans fromFEraction Il sample diluted in.D and
for the B-glucans (peaks between 104-102 ppm and 90-60 pand,analysis of the

spectrum confirmed the structural features preoreported for3-glucans.
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Figure 2. Comparative analysis betweéH-NMR (600 MHz) DO spectra of the total
glucans in Fraction Il and of the control (potatvat glucans)a: *H-NMR of the total
glucans of Fraction Il showing spectral changegattaristic of the molecular structures
of a-glucans andB-glucans.b: *H-NMR spectrum (600 MHz) in D of the control
showing spectra with the molecular structurea ahdp-glucans (Beta-glucans). Duplicate

assay.

69



70

T}

B
poe] B 5
w1 ¥
5 -
-
E° B .
I_3 @ ‘ - 4| [
BE i ||
L _J'-.__.,.L 1 M
2 ' pam
b
s 3 LEEHER -
s A L F |
& o g
w1l .
g
-
A
l |J
1 | | |
-“'ll-" . PR —-""'"I"v--u-ww-“-'l WL'W

S{IATELSHEY P
" .

Ppm

Figure 3. 13C NMR spectrum (150 MHz) in . a: Results for the total glucans of
Fraction Il showing spectra characteristic of males witha-glucan (101-102 ppm) and
B-glucan glycosidic bonds (102-104 and 90-60 ppn)Results for the control (potato
total glucans) showing spectra characteristic oleswdes witha-glucan andp-glucan

glycosidic bonds. Duplicate assay.

In the*H NMR spectra, using the total glucans from thectioa Il sample, a signal
in the anomeric region of 3.5-4.8 ppm, demonstrate@milial similarity top-glucans
(Fig. 2a). Comparison of th#H NMR spectra and the evaluation of the molecutiarcsure
of B-glucans showed that the maximum percentagegdlicans in the samples of the total
glucans of Fraction Il was 89%. Comparison witfil-3)-(1-4) orp-(1-3)-(1-6) branched
chains gave a probability of 44% f@r(1-3)-(1-4) and 43% foB-(1-3)-(1-6). The'*C
NMR spectra also showed that the total glucansimddafrom Fraction Il containu-

glucans (peaks between 102 and 90 pipign, 3a).
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Also, it was observed that theglucans present in the total glucans from the
Fraction Il sample containad(1,3)-(1,4) andx-(1,3)-(1,6) branched glycosidic bonds. A
similar result was found in the sample of the tglatans of the potat8. tuberosun{Fig.

2b andFig. 3b) (Upadhyay, 2017).

4.4 Anti-proliferative assay
The total glucans obtained from Fraction Il weralaated for anti-proliferative

bacterial activity, and the results showed 56%hitioin of E. coli ATCC (Fig. 4a) and
32% inhibition ofS. aureugATCC) (Fig. 4b).
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Figure 4. Antibacterial assays using samples of total gluedrzraction Il.a: Percentage
of growth inhibition forE. coli ATCC. b: Percentage of growth inhibition f@&. aureus
ATCC. c: Percentage of growth inhibition fdE. coli clinical strain.d: Percentage of
growth inhibition for methicillin-resistans. aureus(MRSA) clinical strain. ANOVA:
**** indicates P<0.0001, i.e., statistically sigiaant inhibition, compared with CB and

with the control consisting of the total glucangtato. Triplicate assay.
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In the assay against tHe. coli clinical strain, the total glucans obtained from
Fraction 1l showed inhibition of 37%-(g. 4c). As controls, Zymosan and the total glucans
from a potato sample, 50 mg.mLwere tested and exhibited inhibition of 11% aréo4
respectively Fig. 4c). In the bioassay against methicillin-resist&taureus the total
glucans from Fraction Il resulted in 14% inhibiti@ad%, and the controls, Zymosan and
the total glucans from potato sample, 50 mgintesulted in 70% and 34% inhibition,
respectively(Fig. 4d).

5. Discussion

Since their discovery in approximately 1940glucans have been studied because
of their bioactive properties (Vaclav, 2009; Vaclamd Miroslav, 2013). Since then,
various extraction and purification protocols hdnezn developed and patented due to the
biotechnological potential of these molecules. (Mey and Glennie-Holmes, 1985;
McCleary and Nurthen, 1986; McCleary and Codd, 199awkins, 1993; Vaclav and
Miroslav, 2013). However, this project is one oé tlirst to reuse agro-industrial residue
for the extraction op-glucan molecules with biotechnological potential.

Oliveira et al. (2010) reported a comparative stadythe degree of purity produced
by three methodologies for the extractionfeglucans in oats: (i) using 100% ethanol as
the main solvent (Dongowski, 2005), the final puof the 3-glucans was 53%; (ii) using
NaOH as the solvent (Bathy et al., 1995), the fmality of thep-glucans was 80%; (iii)
using water at 90°C (Kucles et al., 1992), thelfmaity of thep-glucans was 83%. The
method developed in this study gave a purity 0562% (Table 1), showing the success of
the extraction protocol described in this work. Whesing the methodology developed for
the extraction of3-glucans from oatAvena sativaflakes (QUAKER®), we obtained a
purity of 70%. Therefore, the developed methodolpggved to be efficient, since we
obtained a purity 17% higher than that of the metihagy described by Dongowski
(2005).

Many and Vizhi (2014) compared three different roeth to quantifyp-glucan
molecules from drysaccharomyces cerevisig@) with the enzymatic method, which is a
combination of the methods developed by Freimundl.e{2003), Pornchalearn (2006),
and Liu et al. (2008), they could obtain 6.48%lucans out of all purified carbohydrates;
(i) using the acid-alkaline method, developed billihs et al. (1991) and improved by
Hunter et al. (2004), 39%-glucans were obtained; (iii) and using the allkalmethod
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developed by Willians et al. (1991), 1.3@glucans were obtained. Lee et al. (2001) used
another method involving alkaline extraction toabt4%-glucans fromSaccharomyces
cerevisiae This methodology obtained percentages higher timse reported in the
literature Table 1).

Ahmad et al. (2010) obtained a yield of 6 gpe§lucans out of 100 g of oais
naturausing the enzymatic method. Dawkins (1993) obthing ofp-glucans out of 100
g of oatsin natura Moreover, when the enzymatic method was usethsextraction and
purification of 100 g of barley, 6 g gkglucans was recovered (Irakli et al., 2004). With
the hot water extraction method developed by Ahetaal. (2009), Many and Vizhi (2014)
obtained 5 g of-glucans from 100 g of barley and, with the metldedcribed by Wood,
Siddiqui, and Paton (1978) and adapted by Temé&B9T7), Limberger-Bayer (2014)
obtained 5 g off-glucans from 100 g of barley. The method developedhis study
provided 7 g of3-glucans out of 100 g of Fraction Il, showing tRaaction Il is a source
of B-glucans Table 1).

The comparison was performed using the procesdajmat in oat Avena Sativa
flakes (QUAKER), and a yield of 8 g op-glucans was obtained. Therefore, with the
developed methodology was obtained, on averagel@&40% off-glucans (Ahmad et al.,
2010). These results indicated that Fraction #dgaivalent to sources already known in the
literature, such as oats and barley to obfaglucans (Dawkins, 1993; Oliveira et al.,
2010; Ahmad et al., 2010) and showed that the deeel methodology can be used for the
extraction and purification gi-glucans from other products, such as oats (Ahntaad. e
2010).

NMR spectroscopy is an appropriate analytical methdor determining the
chemical structures of organic or inorganic molesulNovak et al., 2012; Pavia et al.,
2016). This method is sensitive to the position andmeric configuration of glycoside
linkages inp-glucans (Novak et al., 2012; Vaclav and Mirosl2a013; Pavia, 2016). For
the past 50 years, this procedure has been aleeliabl for the structural analysis of
organic compounds such as glucans (Ahmad et @9;20ovak et al., 2012; Vaclav and
Miroslav, 2013; Pavia et al., 2016). The methodunmes interpreting the spectra
originating from different nucleitH, 13C, 1°F, >N or 3P (Ahmad et al., 2010; Pavia et al.,
2016). In this study, we chose to analyse the spetitained frontH and*3C.

TheH and**C NMR spectra of the total glucans of the Fractiosuggested that
B-glucan type polysaccharides were present in thgka(Ahmad et al., 2009; Novak et
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al., 2012; Pavia et al., 2016;). Analysesf NMR spectrum by ACD/Spectrus revealed a
compatibility of 89% betweef-glucans and the samples of the total glucansactfim I
(Fig. 2a andFig. 3a) (Gonzaga et al., 2005; Synytsya and, Novak, 20&ddyay et al.,
2017). The®>C NMR spectra showed signals ranging between 188 102.34 ppm,
which can be attributed &€ and are characteristic of branche(l,3)-(1,4) and3-(1,3)-
(1,6) (Vaclav and Miroslav, 2013; Synytsya and, &lqv2014; Upadhyay et al., 2017).
The presence of at least six signals of similarmitage between 90-60 ppm supports these
results Fig. 3a) (Chauveau et al., 1996; Vaclav and Miroslav,2@&ynytsya and, Novak,
2014; Upadhyay et al., 2017). These results arsistamt with the fact that the Fraction Il
sample is from a ferment of potato. The signalCdt.39 ppm is indicative of the presence
of a-glucan molecules (Ahmad et al., 2009; Novak et2012). These results confirmed
the enzymatic quantification, which shows the pmeseof a small amount of these
molecules in the sample extracted from FractiofT &éble 1) (Chauveau et al., 1996; Usui
et al., 2014; Vaclav and Miroslav, 2013; Upadhyesle 2017).

The total glucans from the potato sample showedasigranging between 100.47
and 100.25 ppm, which can be attributed'@® and are characteristic efglucans;
however, it also showed peaks between 90 and 60tpatrare characteristic of branched
B-(1,3)-(1,4) Fig. 3b) (Gonzaga et al., 2005; Novak et al., 2012; Ssyeytand, Novak,
2014; Vaclav and Miroslav, 2013; Upadhyay et @172).

Thus, after the enzymatic quantification and arialgé'H and**C NMR spectra, it
was found that Fraction Il contaifisglucan molecules and therefore could be used as a
plausible source for the extractionfaglucan molecules with biotechnological potential.

The reuse of this residue is consistent with treoremendations of the UN and
FAO that encourage the reuse of discarded matddaddbtain new value-added products
(Gustavsson et al., 2011; Wadhwa et al., 2014aduttion, the extraction and purification
of B-glucans from Fraction Il can, in the future, seagea high-quality alternative for the
generation of new therapeutically or immunoprewenproducts for use in human health
or as raw material in the food and beverage intsstfVaclav, 2009; Fengmei et al.,
2016).

B-Glucans act on both adaptive and innate immumity, &s a consequence, can
directly activate leukocytes by assisting in thentool of some pathogens, such as
Streptococcus suis, E. coli, S. aureus, Candidacaits, Aspergillus sp., Leishmania

major, Toxoplasma gondii, Plasmodium berghei, Mestmdes corti, Trypanosoma cruzi
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and Eimeria vermiformis@Akramiere, 2007; Novak, 2009; Vaclav, 2011; Ardizzoni et al.
2011;). Min et al. (2005) obtained 50% growth intadm of E. coli ATCC with B-glucans
derived from oats, at a concentration of 1.29 mgimahien they increased the concentration
to 2 mg/mL, the inhibition was 80%n vivo andin vitro studies demonstrate thpt
glucans reduce the risk of infection I8y aureusand E. coli. They also improve the
efficacy of antibiotics, such as ampicillin, whednanistered against bacterial peritonitis
(Onderdonk, 1992; Min et al., 2005; Akramier2007; Vaclav, 2011; Ardizzoni et al.,
2011).

An assay using the total glucans of Fraction lliagidE. coli ATCCobtained 56%
inhibition (Min et al., 2005). The bioassay agaiSstaureus ATC@btained inhibition of
33% using the total glucans of Fraction(fHig. 4a andb). That is, the total glucans of
Fraction Il exhibited statistically significant iiftfition against the bacteri@a. coli ATCC
and S. aureusATCC (Fig. 4a and b) (Min et al, 2005; Ardizzoni et al., 2011). This
inhibition of both Gram-positive and Gram-negatibbacteria is consistent with the
references in the literature (Min et al., 2005; i&rdni et al., 2011). Some bacteria have a
specific cell wall structure that may make them ensusceptible to active molecules or
drugs, such ag-glucans, and this could be one of the hypothesethé different levels of
inhibition in the assays agairst coli ATCC andS. aureuATCC (Fig. 4a and b) (Min et
al., 2005; Ardizzoni et al., 2011).

In the assay against the clinical straineofcoli, an antibacterial activity of 37%
(total glucans of Fraction 1) was obtained. In &idd, in the assay against methicillin-
resistantS. aureusthe inhibition was 14% (total glucans of Fractibn(Fig. 4c and d.
These data demonstrated that the molecules exdracte purified (even not purified to
99.99%) by the method developed have antibactaciality equivalent to those described
in the literature (Kernodle, 1998; Liang, 1998; Ndiins et al., 1998; Ardizzoni et al.,
2001; Min et al, 2005). Zymosan (positive contrmibtained an inhibition of 70% against
the methicillin-resistan§. aureusstrain and of 11% against the clinical strainEofcoli
(Fig. 4c and ¢, andthe total glucans from potato exhibited an inhdsitiof 41% against
the E. coli clinical strainand 34% against methicillin-resista®t aureugFig. 4c and d.
Antibacterial studies demonstrated that fhglucans induce different percentages of
inhibition (Min et al, 2005; Ardizzoni et al., 20LIThese differences can be attributed to
the different strains (generic strains, clinicallédes or strains resistant to some drug) or

different bacteria (Gram-positive or Gram-negatiuegd in each assay (Min et al, 2005;
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Ardizzoni et al., 2011). The findings of this studyd earlier reports of antibacterial
activity suggest thap-glucans, depending on the source, type of extmactmolecular
structure, level of branching, solubility and plojsgical activity, have the potential for
strong inhibition against some bacteria and ingiggmt inhibition against others.
(Ardizzoni et al., 2011; Vaclav and Miroslav, 20F3zarro, 2014).

One of the hypotheses about the difference in act#sial effect between the
clinical strain of E. coli (Gram-negative) and methicillin-resistaBt aureus(Gram-
positive) may be due to the structure of the celllsv(Min et al., 2005; Ardizzoni et al.,
2011). Some bacteria have a specific cell wall cstme that may make them more
susceptible to bioactive molecules or drug attgtkis et al., 2005; Vaclav and Miroslav,
2013). Thus, another hypothesis is that the maodecsttucture and branching type of the
total glucans of the samples used in this study h@ase interfered with their antibacterial
effect (Min et al., 2005; Vaclav and Miroslav, 201Blowever, more studies need to be
performed to test these hypotheses.

6. Conclusions
The methodology developed in this study showedcttfe extraction op-glucans,

compared with the methods previously described) thié advantages of using inexpensive
solvents, being simple to apply, and having a lostcThe yield and the degree of purity
of B-glucans extracted from Fraction Il are similathose obtained from oats, barley, and
yeast. Analyses of thtH and*C NMR spectra were supported by the results obdaine
from enzymatic quantification, showing a considéadmount off-glucans. Therefore,
the residues of Fraction Il proved to be valualie @ractical for the extraction and
purification of B-glucans. The extractef-glucans presented relevant biotechnological
potential and can be used in the food and cosnmaticstries, food supplements, eye drops,

and medicines for human health.

7. Perspectives

Future research should improve the techniquesh®pturification of total glucans
to separater- and p-glucans and obtaifi-glucan molecules with a degree of purity of
approximately 99%. Another aim is to performvitro andin vivo studies to confirm the
antibacterial and antifungal activity and the immilagical and antitumor activity of

Fraction II.
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8.0 CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida neste estudo se modfetiva na extracdo e
purificacdo deB-glucanas, em comparacdo com os métodos previamdesteitos, com as
vantagens de usar solventes baratos, sendo sidgbgdicar e de baixo custo.

O rendimento e o grau de pureza @aglucanas extraidos da Fracdo Il sdo
semelhantes ou, em alguns casos, superiores adesotbm aveia, cevada e levedura.

As andlises dos espectros e RMN e de®C RMN foram suportadas pelos
resultados obtidos por quantificacdo enziméticastrando uma quantidade consideravel
dep-glucanas. Portanto, a Fracao Il provou ser valp@sa a extracao e purificacdo destas
macromoléculas.

As B-glucanas extraidos apresentaram potencial biotagico relevante
(p<0.0005) podendo, futuramente, serem utilizadas indastrias de alimentos,
cosmeéticos, bebidas, colirios ou como suplementeeatar para auxiliar na manutencao
da saude humana.

Em resumo, o presente trabalho concluiu que aduktgia desenvolvida para a
extracdo e purificagdo (utilizada no reaproveitameto residuo “Fragdo II”) resultou no
isolamento deB-glucanas biologicamente ativas, com potencialcapfio em diversas
areas tais como alimenticia, farmacéutica e agr@pes resultando em futuras parcerias

publico-privada.
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9.0 PERSPECTIVAS

> Fazer ensaios in vivo para confirmar a atividadguledora do sistema

imunologico

> Realizar alguns ensaios na area de TecnologiaideAlos

> Contribuir com o reaproveitamento de lixo organgara producdo de novo

produto com potencial biotecnolégico e assim cbaoiricom a parceria entre o
setor produtivo e o setor privado
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10. ANEXOS

10.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eﬁ Universidade de Brasilia

Programa de P6s-Graduagio
em Nutrigio Humana

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Fu, Leandro Gai Anversa, CPF 740.390.400-15, RG 9054088712 — SSP-RS,
proprictirio e Representante Legal da Immunolife, CNPJ 16.756.915.00001-51, tenho
conhecimento e autorizo a Mestranda Nevilde Maria Riselo Sales, matricula niimero
150155069 do curso de Mestrado em Nutri¢io Humana da Universidade de Brasilia
(UnB-DF), sob a orientagio da Professora Dra. Maria Fatima Grossi-de-Sa
(EMBRAPA/Cenargen-DF) e coorientada pela Professora Dra. Marina Kiyomi lto
(Programa de Poés-Graduaciio em Nutrigio Humana-UnB/DF), usar o coproduto
organico derivado da produgiio de fertilizante foliar orgénico (Patente nimero Pl
1003290-8, depositada em 23/07/2010, sob o titulo: Produtos obtidos a partir de um
derivado de fermentagio alcoolica da batata e processo para obten¢iio dos mesmos),
produzido pela empresa, em sua pesquisa de mestrado intitulado “Obtenciio de B-
glucana a partir de batata Solanum tuberosum com potencial biotecnologico” e cujo
objetivo geral & Exfrair e purificar as moléculas de B-glucana com potencial
biotecnologico.

A presente pesquisa ndo gerara custos de quaisquer ordens para a Empresa
ImmunolLife, ndo ird interferir na operacionalizagdio e/ou nas atividades cofidianas da
mesma. O material doado (coproduto organico) serd utilizado exclusivamente para fins
cientificos pelas Instituicdes de Ciéncia e Tecnologia e pelas equipes de pesquisadores
participantes do projeto, nio vinculados a Empresa Immunol.ife,

Da mesma forma, a doagiio do composto orgéinico, para a pesquisa, sera feita de
forma voluntaria e gratuita, por parte da Empresa /mmunoLife ds pesquisadoras, nao
gerando 6nus algum a mestranda ou a suas orientadoras.

Informo, ainda, que recebi todos os esclarecimentos necessérios sobre a pesquisa
que sera desenvolvida pela mestranda e que os resultados da mesma serdo divulgados na
UnB por meio da Dissertagio de Mestrado e em artigos cientificos publicados

posteriormente. Os dados e materiais utilizados (composto orgénico) na pesquisa ficardo
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sob a protegfio da mestranda por um perfodo de no minimo cinco anos, apds isso serdo
destruidos ou mantidos na instituiggo.

As invengBes de utilidades desenvolvidas durante o trabalho de mestrado
pertencerdo a /mmunoLife e as Instituigdes de Ciéncias e Tecnologia envolvidas e a
cquipe de pesquisadores participantes do respectivo projeto.

A divisdo da porcentagem (direitos sobre os lucros/dividendos oriundos da
patente) sobre a invengdo sera feita da seguinte forma: 80% (oitenta por cento) ficara
com a Empresa /mmunoLife e 20% (vinte por cento) serd dividido entre as InstituicBes
de Ciéncias e Tecnologia envolvidas (EMBRAPA/Cenargen-DF; UnB-DF).
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