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RESUMO 

 

CARDOZO, F. A. Produção enzimática de N-acetil-glicosamina por Aeromonas sp. 

isolada do ecossistema marinho. 2017. 170 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto 

de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

N-acetil-glicosamina (GlcNAc) é um composto de importância biotecnológica com grande 

potencial de aplicação nas áreas de farmácia, medicina e dermatologia. É atualmente 

produzido por hidrólise química da quitina, o polissacarídeo mais abundante no ambiente 

marinho e o principal constituinte do exoesqueleto dos artrópodes. No entanto, os processos 

geralmente utilizados são prejudiciais ao meio ambiente, têm baixo rendimento e alto custo. 

Este estudo demonstra o potencial de produção de GlcNAc a partir de α-quitina coloidal 

utilizando um coquetel de proteínas (contendo quitinases) produzido por Aeromonas caviae 

CHZ306, como uma alternativa sustentável aos processos atuais. Dez estirpes (CH125, 

CH129, CH147, CH149, CH150, CH151, CH286, CHZ52, CHZ113 e CHZ306) pertencentes 

ao gênero Aeromonas foram avaliadas neste estudo. As estirpes foram caracterizadas por 

Multilocus Sequence Analysis (MLSA) utilizando seis housekeeping genes (gltA, groL, gyrB, 

metG, ppsA e recA) e quanto a presença de nove potenciais genes (alt, act, ast, ahh1, aer, 

aerA, hlyA, ascV e ascFG) associados à virulência. A capacidade das estirpes produzirem 

hemólise em Agar sangue também foi verificada. A estirpe com melhor perfil de produção de 

GlcNAc em função do tempo foi selecionada para os estudos de produção de quitinases e 

GlcNAc. Adicionalmente, a estirpe selecionada teve seu genoma sequenciado. Como 

resultado, as estirpes foram caracterizadas como pertencentes à espécie Aeromonas caviae e 

nenhum gene de virulência foi detectado por PCR. No entanto, todas apresentaram hemólise 

em placas de Agar sangue. A. caviae CHZ306 foi a estirpe selecionada para os estudos de 

produção de quitinases e GlcNAc e o sequenciamento do gemoma revelou a presença de 

múltiplos genes envolvidos na codificação de fatores associados à virulência e enzimas 

envolvidas na hidrólise de quitina. Um meio de cultivo contendo corn-steep liquor e peptona 

A como fontes adicionais de carbono e nitrogênio foi selecionado, aumentando a biossíntese 

de quitinases por A. caviae CHZ306. As condições de temperatura (34 °C), pH (8,0), 

concentração de α-quitina coloidal (5%) e kLa 55 h
-1

 (250 rpm de agitação e 1,75 vvm de 

aeração) determinadas em biorreator possibilitaram a produção de um coquetel de proteínas 

com 12 h de cultivo, produzindo 56 U.L
-1

 de endoquitinases, 64 U.L
-1

 de quitobiosidases e 

170 U.L
-1

 de N-acetil-glicosaminidases. As condições de temperatura (46 °C), pH (6,0), 

concentração de proteínas (1,5 g.L
-1

) e α-quitina coloidal (5%) determinadas para a produção 

de GlcNAc possibilitaram a conversão máxima de 67% de α-quitina e produtividade máxima 

de 0,31 g.L
-1

.h
-1

 de GlcNAc. Este estudo demonstra um dos mais eficientes processos de 

hidrólise enzimática de quitina e isolados de A. caviae com grande potencial para produção de 

quitinases, GlcNAc e outros derivados de quitina. 
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ABSTRACT 

 

CARDOZO, F. A. Enzymatic production of N-acetyl-glucosamine by Aeromonas sp. 

isolated from the marine ecosystem. 2017. 170 f. Ph. D thesis (Biotechnology) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) is a compound of biotechnological importance with great 

potential of application in the areas of pharmacy, medicine and dermatology. It is currently 

produced by chemical hydrolysis of chitin, the most abundant polysaccharide in the marine 

environment and the main constituent of the exoskeleton of arthropods. However, the used 

processes are harmful to the environment, have low yield and high cost. This study 

demonstrates the potential for production of GlcNAc from colloidal α-chitin using a protein 

cocktail (containing chitinases) produced by Aeromonas caviae CHZ306, as a sustainable 

alternative to current processes. Ten strains (CH125, CH129, CH147, CH149, CH150, 

CH151, CH286, CHZ52, CHZ113 and CHZ306) belonging to the Aeromonas genus were 

evaluated in this study. The strains were characterized by Multilocus Sequence Analysis 

(MLSA) using six housekeeping genes (gltA, groL, gyrB, metG, ppsA and recA) and the 

presence of nine potential genes (alt, act, ast, ahh1, aer, aerA, hlyA , AscV and ascFG) 

associated with virulence. The ability of the strains to produce hemolysis in blood agar was 

also verified. The strain with the best GlcNAc production profile as a function of time was 

selected for the studies of chitinases and GlcNAc production. In addition, the selected strain 

had its genome sequenced. According the results, the strains were characterized as belonging 

to the Aeromonas caviae species and no virulence genes were detected by PCR. However, all 

strains showed hemolysis on blood agar plates. A. caviae CHZ306 was the selected strain for 

the studies of chitinases and GlcNAc production and, the genome sequencing revealed the 

presence of multiple genes encoding virulence associated factors and enzymes involved on 

chitin hydrolysis in this strain. A culture medium containing corn-steep liquor and peptone A 

as additional carbon and nitrogen sources was selected, increasing the chitinase biosynthesis 

by A. caviae CHZ306. The determined conditions of temperature (34 °C), pH (8.0), colloidal 

α-chitin concentration (5%) and kLa 55 h
-1

 (250 rpm of agitation and 1.75 vvm of aeration) in 

bioreactor produced a protein cocktail in 12 h of culture, with 56 U.L
-1

 of endochitinases, 64 

U.L
-1

 of chitobiosidases and 170 U.L
-1

 of N-acetyl-glucosaminidases. The determined 

conditions of temperature (46 °C), pH (6.0), protein cocktail concentration (1.5 g.L
-1

) and 

colloidal α-chitin concentration (5%) for GlcNAc production presented maximum conversion 

of 67% of α-chitin and maximum productivity of 0.31 gL
-1

.h
-1

 of GlcNAc. This study 

demonstrates one of the most efficient processes of chitin enzymatic hydrolysis and strains of 

A. caviae with great potential for chitinases, GlcNAc and other chitin derivatives production. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Bactérias quitinolíticas estão amplamente distribuídas no ambiente marinho e 

desempenham um papel extremamente importante e eficiente na degradação de quitina nos 

oceanos. A degradação de quitina é realizada por enzimas denominadas quitinases, as quais 

possuem diversas funções na natureza e podem ser aplicadas em diversas áreas, 

principalmente na produção de derivados de quitina. A produção de N-acetil-glicosamina 

(GlcNAc), derivado da quitina, tem despertado interesse nos últimos anos devido as suas 

funcionalidades. GlcNAc é um valioso agente farmacológico para o tratamento da osteoartrite 

e doenças inflamatórias intestinais, incluindo colite ulcerativa e a doença de Crohn. Além 

disso, mostra grande potencial para ser utilizado como componente de cosméticos e produção 

de bioetanol. GlcNAc tem sido tradicionalmente produzida pela hidrólise ácida da quitina, 

extraída das carapaças de crustáceos originadas do processamento industrial de frutos do mar, 

mas os procedimentos geralmente utilizados apresentam custos elevados, baixos rendimentos 

e geram grandes quantidades de resíduos químicos que podem afetar o meio ambiente. A 

aplicação de quitinases bacterianas como uma alternativa sustentável à hidrólise química da 

quitina é muito atrativa (Figura 1), pois bactérias são fáceis de manipular, possuem menores 

custos de produção e são susceptíveis à engenharia genética. Além disso, a utilização dessas 

enzimas no processo produtivo evitaria a utilização de produtos químicos que podem vir a 

causar danos ambientais.  

Diante disso e dos conhecimentos adquiridos com bactérias quitinolíticas desde 2005, 

em nosso grupo de pesquisa, tornou-se imprescindível explorar a capacidade de bactérias 

quitinolíticas, do gênero Aeromonas, para a produção enzimática de GlcNAc. Dessa maneira, 

este estudo teve como objetivo avaliar a produção de quitinases e GlcNAc por uma estirpe 

selecionada do gênero Aeromonas, derivada do ecossistema marinho. A estirpe foi 

caracterizada por Multilocus Sequence Analysis e quanto à presença de fatores associados à 

virulência. Adicionalmente, a estirpe teve seu genoma sequenciado.  

 



 

 

Figura 1 - Fluxograma da produção de N-acetil-glicosamina a partir de resíduos do processamento de frutos do mar. 

 

 

FONTE: Cardozo, 2017.



 

 

 

CONCLUSÕES 

 

 Os housekeeping genes selecionados para Multilocus Sequence Analysis possibilitaram 

caracterizar as dez estirpes como pertencentes à espécie Aeromonas caviae e, mostraram 

características apropriadas para identificação de espécies do gênero Aeromonas. 

 

 As dez estirpes de A. caviae foram negativas para os genes de virulência verificados por 

PCR. No entanto, todas apresentaram atividade hemolítica em placas contendo Agar sangue 

de carneiro, demonstrando assim, junto com analise do genoma de A. caviae CHZ306, a 

importância do uso de testes adicionais para identificar o potencial de patogenicidade de 

estirpes do gênero Aeromonas.  

 

 O tempo necessário de cultivo das estirpes para obtenção de coquetéis de proteínas capazes 

de converter α-quitina coloidal em GlcNAc foi determinado. Coquetéis de proteínas obtidos 

nas etapas finais de cultivo (96 h) das estirpes de A. caviae apresentaram maiores 

concentrações de N-acetil-glicosaminidases, em comparação a endoquitinases e 

quitobiosidases e, possibilitaram a obtenção de maiores rendimentos de GlcNAc. 

 

 GlcNAc foi produzida a partir de α-quitina coloidal utilizando coquetéis de proteínas das 

dez estirpes de A. caviae. No entanto, diferentes quitinases dentre aquelas mais bem 

caracterizadas na hidrólise de quitina podem estar presentes em coquetéis brutos de proteínas 

e, contribuir para a redução da concentração final de GlcNAc durante longos períodos de 

incubação. 

 

 A. caviae CHZ306 não foi a estirpe que apresentou a maior capacidade de conversão de α-

quitina coloidal em GlcNAc. Entretanto, produziu um coquetel de proteínas que não afetou as 

concentrações de GlcNAc durante a reação de hidrólise enzimática, sendo assim, a estirpe 

selecionada para os estudos de produção de quitinases e GlcNAc. 

 

 A. caviae CHZ306 contém genes que codificam quitinases fundamentais para o processo 

de conversão de α-quitina em GlcNAc e, não contém genes que codificam a enzima quitina 

deacetilase, uma enzima que pode influenciar negativamente na produção de GlcNAc. Esses 

resultados são promissores, nos dando a possibilidade de selecionar quitinases especificas 

para produção de GlcNAc, bem como outros derivados de quitina. 



 

 

 

 Um meio de cultivo contendo corn-steep liquor e peptona A (2:1) como fontes adicionais 

de carbono e nitrogênio foi selecionado para a produção de um coquetel de quitinases por A. 

caviae CHZ306. A avaliação mostrou que fontes adicionais de carbono e nitrogênio, bem 

como a realização do balanço estequiométrico entre a disponibilidade e consumo de carbono e 

nitrogênio no meio de cultivo podem aumentar significativamente a produtividade de 

quitinases. 

 

 As condições de temperatura (34 °C), pH (8,0) e concentração de α-quitina coloidal (5%) 

para produção de um coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306 foram determinadas, 

permitindo o aumento da produção de quitinases e redução do tempo inicial de produção do 

coquetel de proteínas de 96 para 36 h. 

 

 A influência do coeficiente volumétrico de transferência de oxigênio (kLa) na produção de 

um coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306 em biorreator foi estudada, mostrando que o 

kLa não influenciou significativamente no aumento da produção de quitinases, mas reduziu o 

tempo inicial de produção do coquetel de 36 para 12 horas. O kLa para produção do coquetel 

de proteínas em biorreator foi de 55 h
-1

, com 250 rpm de agitação e 1,75 vvm de aeração.  

 

 As condições de temperatura (46 °C) e pH (6,0) para produção de GlcNAc foram 

determinadas. A avaliação mostrou que o coquetel de proteínas foi capaz de produzir GlcNAc 

numa ampla faixa de temperatura (28-49 °C) e pH (4-8). 

 

 A concentração do coquetel de proteínas (1,5 g.L
-1

) para produção de GlcNAc foi 

determinada, mostrando que a produção de GlcNAc aumentou de acordo com o aumento das 

concentrações dos coquetéis, mas que altas concentrações de proteínas não influenciaram nos 

rendimentos de GlcNAc, possivelmente por serem inibidas por produtos da hidrólise de 

quitina. 

 

 A concentração de α-quitina coloidal (5%) para produção de GlcNAc foi determinada. A 

produção aumentou conforme o aumento da concentração de α-quitina coloidal até atingir um 

patamar onde todas as enzimas estavam ligadas aos substratos. 

 

 A produção de GlcNAc a partir de α-quitina coloidal nas condições determinadas 

aumentou nas primeiras 12 h, mantendo-se estável após esse período até 48 h de reação. A 



 

 

 

redução da produção possivelmente ocorreu devido à estrutura cristalina da α-quitina coloidal 

e/ou inibição por produtos da hidrólise. 

 

 É vantajoso utilizar α-quitina como substrato na produção de GlcNAc, uma vez que esta 

pode ser obtida a partir de matérias-primas relativamente baratas, consideradas como refugos 

da atividade pesqueira. No entanto, para obtenção de altas taxas de conversão e produtividade, 

torna-se importante realizar o pré-tratamento da α-quitina para reduzir a cristalinidade desse 

polissacarídeo.  

 

 Procedimentos de pré-tratamento que possibilitam a obtenção de uma α-quitina coloidal 

com maiores porcentagens de partículas descristalinizadas permitirão a obtenção de maiores 

produtividades de GlcNAc.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

*De acordo com: ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR6023: informação 

e documentação: referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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