0S ALGINATOS E
SUAS MULTIPLAS
APLICACOES

Os alginatos sdo polissacarideos encontrados tanto na
matriz imtercelular de algas marrons quanto recobrindo,
extracelularmente, algumas espécies de bactérias. Sao
amplamente utilizados pela indiistria alimenticia, conferindo aos
alimentos propriedades de textura, como espessamento, aderéncia,
emulsicacao, gelicacdo ou volume.

INTRODUCAO

alginato foi caracterizado no
O final do século 19 e atualmen-

te é obtido de algas marrons
coletadas em regides costeiras no
mar. O alginato pode constituir até
40% da massa seca destas algas.
Devido a suas propriedades tnicas,
para gelificar e espessar solucoes e
atuar como suporte de imobilizacéo,
o material tornou-se um produto de
importancia comercial.

O alginato é amplamente uti-
lizado em alimentos, cosméticos e
medicamentos e também encontra
aplicacdo na industria téxtil e de
papel. Atualmente, vem sendo uti-
lizado em aplicacdes inovadoras na
adrea médica e farmacéutica. Em
funcédo de suas caracteristicas é
utilizado como espessante, estabi-
lizante de emulsbes e de espuma,
agente de encapsulacio, agente de
gelificagfo, agente de formacio de
filmes e de fibras sintéticas, entre
outras possibilidades. O alginato
utilizado atualmente é extraido de
algas, entretanto a sua producio
por microorganismos ird permitir
uma exploracio controlada de suas
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fontes naturais. Adicionalmente, a
producéo por microorganismos pode
ser realizada sob condig¢des contro-
ladas, usando substratos de quali-
dade constante e permitindo assim
a obtenc¢do de materiais especificos
com caracteristicas uniformes.

O alginato bacteriano foi desco-
berto em 1964, quando foi isolado
a partir de uma cepa mucéide de
Pseudomonas aeruginosa isolada
de pacientes portadores de fibrose
cistica submetidos a tratamento com

antibidticos. Posteriormente, foram
identificadas bactérias do género
Azotobacter e Pseudomonas como
produtoras deste biopolimero.

A descricdo da producdo por
Azotobacter foi realizada em 1966.
No inicio dos anos 80 foram identi-
ficados microorganismos do género
Pseudomonas que nio apresenta-
ram patogenicidade e possuiam a
capacidade de sintetizar alginato. Os
microorganismos reportados foram P
florencens, P mendocina e P putida.
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A producio de alginato por mi-
croorganismos estd associada ao
desenvolvimento de uma caracte-
ristica mucéide fenotipica associada
a formacao de extensas colonias
denominadas biofilmes. O alginato
produzido por microorganismos
apresenta caracteristicas semelhan-
tes ao extraido de algas e pode tam-
bém ser utilizado como biomaterial
em funcéo de sua biocompatibilidade.
0 alginato bacteriano pode substituir
o material extraido de algas em suas
aplicacdes tradicionais e sua utiliza-
¢f0 na area médica e farmacéutica
vem sendo extensamente estudada,
devido a possibilidade de produzir
materiais de alta pureza e também
materiais que apresentem estrutu-
ras poliméricas especificas.

ESTRUTURA QUIMICA E
PROPRIEDADES

O alginato é um copolime-
ro linear constituido de 4cidos
o-L-guluronicos e B-D-manuronicos
com ligacdes 1-4. O material varia
extensamente em termos de sua
proporc¢édo entre os residuos ma-
nuronicos (M) e gulurénicos (G),
bem como em sua estrutura sequen-
cial e grau de polimerizacdo. Desta
forma, o material pode apresentar
sequéncias alternadas de residuos
MG e blocos constituidos de dois ou
mais residuos M ou G.

Para vérias aplicagbes nas quais
o material é utilizado é fundamen-
tal sua capacidade de formar géis,
cujas caracteristicas dependem
da propor¢ao M/G e do nimero de
ligacdes cruzadas entre as cadeias
poliméricas. Os géis sao formados na
presenca de cations divalentes como
Ca++ ou Mg+ + e a presenca de
sequéncias de residuos guluroénicos é
necessaria para que apresentem esta
capacidade. A interacéo entre os ions
divalentes e os blocos gulurdnicos for-
ma a estrutura denominada "modelo
caixa de ovos".

No alginato produzido por bacté-
rias estio presentes tanto os residuos
manurdnicos como os gulurdnicos. Os
residuos manuronicos podem estar
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ligados com grupos acetil, no carbono
2 e/ou 3, 0 que os torna parcialmente
acetilados. Uma caracteristica apre-
sentada por alginatos produzidos
por Pseudomonas é a auséncia de
residuos ou de blocos constituidos de
acidos gulurdnicos.

As caracteristicas estruturais do
material afetam significativamente
seu comportamento reolégico. Assim,
as propriedades reolégicas do biopoli-
mero sintetizado por bactérias estio
associadas ao grau de polimerizacéo,
as complexas interagdes entre fons e
os residuos gulurdnicos e manuroni-
cos e ao grau de acetilacdo. A for¢a do
gel formado ird depender do ntimero
e da extensao dos blocos de residuos
guluronicos ao longo da cadeia po-
limérica e da concentracao de ions
presentes. A presenca de grupos
acetil confere ao material biossinte-
tizado caracteristicas viscoeldsticas
mais pronunciadas.

BIOSSINTESE DO ALGINATO
POR MICROORGANISMOS

Na literatura, somente os gé-
neros Pseudomonas e Azotobacter
sdo reportados como produtores de
alginato, que para sua sintese utili-
zam diferentes fontes de carbono.
A metabolizacido dos acicares que
formam sua estrutura segue a via de
Entner-Doudurof, onde frutose ou
frutose 1-6 bifosfato sdo convertidas

em frutose 6-fosfato que é metaboliza-
da ao nucleotideo manose 1-fosfato. O
nuclotideo é convertido em guanosina
difosfato manose (GDPmanose) pre-
cursor do acido manurénico que é a
unidade monomérica do biopolimero.

A etapa de polimerizacio ocorre
pela acdo de um conjunto de proteinas
localizadas na membrana citoplasmati-
ca. As enzimas que alteram a estrutura
do alginato, como acetilases e epime-
rases, sdo encontradas no espaco peri-
plasmico destes microorganismos. As
enzimas denominadas C-5 epimerases
convertem os residuos manurodnicos
em gulurdnicos e as acetilases ligam
o grupo acetil ao bloco manurdnico. A
sequéncia de etapas de biossintese é
apresentada na Figura 1.

A cadeia polimérica formada é
constituida inicialmente de residuos

FIGURA 1 - ROTA METABOLICA DE
BIOSSINTESE DE ALGINATO EM BACTERIAS
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manurdnicos. Sequencialmente, o
polimanuronato é acetilado e epime-
rizado. Na etapa de acetilacéo, gru-
pos acetil sdo ligados aos carbonos
2 e/ou 3 dos residuos manuronicos.
Os fatores que afetam esta etapa de
biossintese ndo estio definidos para
ambos os géneros e a presenca de
grupos acetil sugere uma protecao
da acdo de epimerases.

A acdo de epimerases converte
0 acido a-L-manurdnico em seu C-5
epimero, acido b-D-gulurénico. Para o
género Azotobacter foram identifica-
das sete epimerases que apresentam
diferentes padroes para conversio
destes residuos, cuja atividade esta
associada a concentragio de célcio no
meio de cultura. Para Pseudomonas
foi somente identificada uma epi-
merase e os fatores que afetam sua
atividade ainda nio foram definidos.
As epimerases podem ser divididas
em dois grupos: um que gera somente
blocos alternados (MG) e outro que
forma blocos de residuos gulurdnicos
(GG). A acado destas enzimas possi-
bilita a elaboragao de alginatos que
nao apresentam blocos de residuos
manuronicos (MM).

Os genes necessérios para bios-
sintese de alginato, denominados
alg, estdo distribuidos no Grupo I
de homologia de Pseudomonas da
linhagem Azotobacter-Azomonas.
Estudos realizados com estas bacté-
rias indicam que o controle da bios-
sintese de alginato em Pseudomonas
aeruginosa, envolve pelo menos 24
genes, sendo que dois, alg 8 e alg 44,
apresentam papel fundamental no
processo de polimerizacdo. A ordem
fisica e a distribuicdo dos genes alg
em Pseudomonas e A. vinelandii sdo
idénticas as encontradas em Pseudo-
Mmonas aeruginosa.

Modificacoes genéticas indicam
que a auséncia de um tnico destes
genes é suficiente para que o mi-
crorganismo produza somente aci-
dos urdnicos. Estudos observaram
também que em Pseudomonas a
auséncia do gene alg G faz com que
o0 alginato produzido possua somente
residuos manurdnicos.
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PRODUCAO DE ALGINATO POR
BACTERIAS

O crescente uso do alginato em
diferentes aplicacdes aumentou o
interesse em avaliar as funcoes bio-
légicas e fisiolégicas relacionados a
biossintese do polimero pelos micro-
organismos. Nestes estudos, busca-se
também entender melhor as rotas
metabdlicas utilizadas pelos microor-
ganismos para controlar a regulacéo,
formagio e composi¢cdo do material
biossintetizado e a otimizagio de seu
processo de produgéo.

Pesquisas relacionadas ao estudo
da estrutura do biopolimero indicam
que o alginato sintetizado pelos gé-
neros Pseudomonas e Azotobacter
é parcialmente acetilado e que os
grupos acetil estdo exclusivamente
associados aos residuos manurdnicos.
Adicionalmente, blocos de residuos
gulurdnicos (GG) sdo somente encon-
trados em alginatos sintetizados pelo
género Azotobacter.

Fatores relacionados com a
composicido do meio de cultura,
proporc¢do entre carbono e nitro-
génio, nivel de agitacdo, tempera-
tura, transferéncia de oxigénio séo
reportadas em varios estudos rela-
cionados a producéo de alginato por
ambos géneros em frascos agitados
e biorreatores.

Para producio de alginato por
A. vinelandii um fator de impor-
tancia é o suprimento de oxigénio

em faixas de concentracdo bem
definidas. A tenséo de oxigénio dis-
solvido deve permanecer em uma
faixa bastante estreita para uma
6tima producio de massa celular e
alginato, pois, sob condicdes de limi-
tacdo de oxigénio, o microorganismo
produz polihidroxibutirato.

O efeito da limitag¢do de ou-
tros fatores de crescimento foram
também avaliados na producéo de
alginato por Azotobacter. Alguns
resultados interessantes, como alta
taxa especifica de producao de algi-
nato, foram obtidos pela limitacéo
de fosfato, ferro e /ou molibdénio.
Em culturas de batelada alimentada
com limitacao da fonte de carbono
o alginato foi também produzido a
taxas similares, apresentado residuos
gulurdnicos e alta massa molecular.

Na producéo de alginato por
Pseudomonas, o efeito de fatores
como fonte de carbono, relacio
carbono/nitrogénio e o efeito de
constituintes do meio de cultivo
sobre a producio de alginato, tem
sido avaliados. Nestes estudos é
reportado o uso de técnicas de re-
sisténcia a antibiéticos e/ou uso de
agentes mutagénicos para selegéo
dos microorganismos produtores.

MODIFICACOES QUIMICAS E
ENZIMATICAS

As propriedades do alginato
bacteriano sdo determinadas pelo
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seu grau de polimerizacao, aceti-
lagdo e distribuicao dos residuos
manuronicos e gulurdénicos ao longo
da cadeia polimérica.

Atualmente é possivel produzir
materiais com caracteristicas pre-
viamente determinadas, ajustando-
se as condicoes de cultura, através
de manipulacdes genéticas nos
microorganismos produtores e por
de processos in vitro que utilizam
enzimas liases ou epimerases. Este
conjunto de possibilidades permite
a elaboracao de alginatos com com-
posicéo definida.

As epimerases sdo muito efi-
cientes no controle da composigio
e sequéncia dos residuos presentes
na estrutura polimérica do algina-
to e através de seu uso é possivel
modificar a estrutura de alginatos
sintetizados por microorganismos
ou extraidos de algas marinhas.

Um exemplo é a modificacio de
alginatos sintetizados por Pseudo-
monas, constituidos majoritaria-
mente por residuos manuroénicos,
por enzimas epimerases como ilus-
trado na Figura 2. As enzimas Ae B
(Figura 2) sdo C-5 epimerases que
apresentam diferentes padroes de
conversio dos residuos manuroni-
cos. Enquanto um grupo converte
residuos vizinhos, produzindo blocos
de gulurdnicos, o outro grupo nao
apresenta esta capacidade. Desta
forma, a partir de um material isen-
to de residuos gulurodnicos, pode-se
estabelecer padroes sequenciais de
residuos gulurdnicos ou materiais
isentos de blocos manurdnicos.
O conhecimento da biossintese
do alginato e particularmente da
possibilidade de modifica-lo abre
novas oportunidades no campo da
engenharia metabdlica para de-
senhar alginatos com propriedades
pré-estabelecidas, principalmente
para aplicagdes na area médica.

Outros materiais de interesse
também podem ser obtidos por
modificagdo quimica do alginato,
pois existe um grande interesse
em desenvolver novos materiais
poliméricos. Pesquisas recentes

na modificagdo quimica do alginato
reportam a elaboracdo de mate-
riais compésitos com sulfato de
calcio, com quitosana ou com po-
limeros acrilicos que apresentam
aplicacdes de interesse especial em
sistemas para liberagéo controlada
de medicamentos.

APLICACOES DO ALGINATO

A industria de alimentos utiliza
a maior parte do alginato produzido
atualmente. Entre suas aplicacoes
usuais estao o uso em sorvetes, pro-
dutos lacteos e misturas para bolos.
O alginato encontra aplicacoes tam-
bém na industria de bebidas, onde é
utilizado para melhorar as caracte-
risticas sensoriais destes produtos.
Em cervejas estabiliza a espuma e
na elaboracéo de sucos pode ser uti-
lizado para manter os constituintes
da mistura em suspensio.

Na indastria téxtil a utilizacdo do
alginato melhora o desempenho das
tintas utilizadas nos processos de
impressao favorecendo a aderéncia
e a deposicao destes materiais sobre
os tecidos. Na industria de papel a
adicdo de alginato permite que as
propriedades para impressio destes
materiais também melhorem.

Algumas aplica¢gdes promis-
soras do alginato incluem sua
utilizacdo em filmes bioativos para
cobertura de alimentos e na elabo-
ragdo de alimentos reestruturados
onde pode ser utilizado em polpas
de frutas, de vegetais e em carnes.
A adigdo de alginato em massas

proporciona um melhoramento das
propriedades de pasta, modifica as
caracteristicas reoldgicas e a tex-
tura do material, retarda a retro-
gradacfo e aumenta a capacidade
de hidratacdo do amido.

O alginato é utilizado em aplica-
¢oes na drea médica. Varios produ-
tos farmacéuticos sdo imobilizados
em alginato. Sua utiliza¢cdo como
excipiente de liberacdo de medica-
mentos, curativos inteligentes, em
formulacoes para prevencio de re-
fluxo gastrico, bem como materiais
de impresséo dental, ja é conhecida.

Estudos recentes avaliam o po-
tencial de estruturas homopolimé-
ricas de alginato. Entre aplicacoes
reportadas na literatura para estes
materiais, estd o estimulo a células
do sistema imune, como citoquinas,
interleucina 1, interleucina 6 e fa-
tor de necrose tumoral alfa, cuja
resposta estd associada a estrutura
sequencial de biopolimeros consti-
tuidos exclusivamente de grupos
manuronicos. Estruturas constitui-
das somente de grupos gulurénicos
foram propostas para o tratamento
de pacientes portadores de fibrose
cistica em funcgio de sua capacidade
de modificar as caracteristicas reo-
l6gicas da mucina.

O alginato apresenta boas ca-
racteristicas para formacao de
nanocapsulas e tem sido extensa-
mente avaliado para formacao de
particulas com tamanhos na faixa
de 100 a 2 mm para liberacdo de
diferentes materiais. Nanoparti-

FIGURA 2 - CONVERSAO DE ALGINATOS POR ENZIMAS
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culas contendo alginato, usadas na
liberacdo controlada de inibidores
de proteases e na liberacio de
insulina, apresentaram bom de-
sempenho na liberacio destes me-
dicamentos. Algumas proposicoes
sdo inovadoras, como, por exemplo,
seu uso em particulas inaldveis ou
em particulas magnéticas. A ava-
liacdo de nanoparticulas inaldveis
de alginato indicou que o material
pode ser um carreador ideal para
medicamentos no tratamento de
doencas respiratorias. A combina-
cdo das propriedades magnéticas
de nanoparticulas de ferro com
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a biocompatibilidade do alginato
resultou em um material que pode
ser usado como suporte de medi-
camentos cuja liberacido pode ser
controlada através de estimulos
externos.

O biopolimero é usado na ela-
boracdo de hidrogel de alginato,
material utilizado em engenharia
tecidual. Trata-se de um suporte
tridimensional para células, tam-
bém conhecido como scaffold, cujas
caracteristicas de firmeza, ligacéo
e liberacdo de moléculas bioativas
e de dissolucdo podem ser controla-
das a partir de modificacoes fisico-
quimicas do biopolimero ou mesmo
sobre os géis formados a partir do
alginato. Um exemplo desta possi-
bilidade é a imobilizagdo de células
tronco em scaffolds construidos
com alginato, onde observou-se que
materiais com maiores proporcoes
de residuos gulurédnicos sdo mais
adequados para este fim.

O alginato tem sido também
utilizado em combinacido com ou-
tros materiais principalmente
nas areas biotecnoldégica e bio-
médica. Compoésitos de alginato
como alginato-PEGAc (alginato
de polietilenoglicol acrilato), um
gel que combina as propriedades

do alginato com as caracteristicas
mucoadesivas do polietilenoglicol,
demonstram que o material nao
apresenta citotoxicidade. Compési-
tos de colageno, contendo albumina
encapsulada em esferas de alginato
foram utilizados como suporte para
o crescimento de células epiteliais
da eérnea; o material obtido apre-
sentou biocompatibilidade e exce-
lentes caracteristicas de claridade
Otica e resisténcia mecanica.

Novas possibilidades de aplica-
cdo de alginatos de alta qualidade
envolvem sua utilizagdo no trans-
plante de células. Entre os estudos
apresentados na literatura é repor-
tada sua utilizagdo para imobilizar
células produtoras de insulina para
reversao de diabetes tipo I e para
elaborar cdpsulas de alginato/
poli-L-lisina contendo Ilhotas de
Langerhans, que sido avaliadas
atualmente como pancreas endé-
crino bioartificial. Um gel formado
por alginato modificado com pepti-
deos para permitir sua ligagcdo com
heparina, também é reportado como
suporte para liberacido controlada
de fatores angiogénicos. Os estudos
demonstraram o potencial terapéu-
tico deste material na promocéo
da angiogénese, bem como na
engenharia tecidual.

Para o conjunto de aplicacdes
do alginato, os materiais extraidos
de diferentes partes das algas, ou
submetidos a fracionamento, aten-
dem a maioria das necessidades.
Entretanto, algumas aplicacoes
na area médica e farmacéutica ne-
cessitam de materiais homogéneos
com caracteristicas especificas,
que somente podem ser obti-
dos pela producido do material
por microorganismos.

O entendimento de fatores que
determinam as propriedades do
alginato bacteriano, como a distri-
buicdo e sequéncia dos blocos que
o constituem, grau de acetilacio
e a possibilidade de modificar sua
estrutura, ird ampliar as possibi-
lidades de projetar alginatos para
aplicacodes especificas.



