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RESUMO

Cunninghamella echinulata, fungo filamentoso da ordem Mucorales, foi isolado do solo da
Caatinga de Pernambuco, Brasil, para avaliagdo da sua adaptacdo em meio de cultivo
contendo residuos agroindustriais (milhocina e farinha de banana verde) e para consequente
inducdo da producdo de quitosana, carboidratos totais, quitosana e lipidios totais a partir da
biomassa produzida. Neste sentido, os estudos iniciais foram realizados para identificar os
efeitos provocados pelas interacdes de diferentes concentragdes de farinha de banana verde e
milhocina no crescimento radial de C. echinulata de acordo com as concentracfes
estabelecidas pelo planejamento fatorial do tipo Delineamento Composto Central DCC de 22
A variavel resposta do planejamento DCC foi o crescimento radial de C. echinulata. A partir
do planejamento foram selecionadas as concentracdes ideias para 0 maximo rendimento em
biomassa de C. echinulata a ser submetida a extracdo de lipidios, carboidratos totais e
quitosana. Os resultados demonstraram que no meio de cultivo da condicdo 3 constituido por
1% de milhocina e 5% de farinha de banana verde acrescidos de 2% de NaCl e pH 5 ocorreu o
maximo crescimento radial (7,5cm de didmetro) de C. echinulata. Além disso, nesta mesma
condicdo do planejamento ocorreu a maxima producao de quitosana (15,4%), carboidratos
(27,7%) e lipideos (49,7%). Portanto, os resultados obtidos neste trabalho indicam o elevado
potencial de Cunninghamella echinulata em utilizar a farinha de banana verde e milhocina
como nutrientes essenciais para seu metabolismo, reduzindo o custo de producdo e

contribuindo para produzir compostos limpos.

Palavra Chave: Cunninghamella echinulata, lipideos, carboidratos totais, quitosana.
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ABSTRACT

Cunninghamella echinulata, filamentous fungus of the Mucorales order, was isolated of soil
of the Caatinga, Pernambuco-Brazil, to evaluate of the its adaptation in medium o cultive
containing agroindustrial waste (corn steep liquor and green banana flour) and to consequent
induction of the production of total carbohydrates, chitosan and lipids produced from
biomass. In this context, the initial studies were performed to identify the effects caused by
interactions of concentration different of green banana flour and corn steep liquor in the radial
growth of C. echinulate of according with the concentration established by Central Composite
Design (CCD) of 22. The variable response of the design CCD was the radial growth of C.
echinulata. From of the composite central design were selected the best concentrations to the
maximum yield in biomass of C. echinulata to be submitted the extraction of lipids, total
carbohydrates and chitosan. The results showed that in medium of cultive of the condition 3
constituted by 1% of corn steep liquor and green banana flour added of 2% NaCl and pH 5
occurred the maximum radial growth (7,5 cm of diameter) of C. echinulata. Moreover, in this
same condition of the CCD occurred the production maximum of chitosan (15.4%), total
carbohydrates (27.7%) and lipids (49.7%). Therefore, the results obtained in this study
indicate the high potential of C. echinulata in use the green banana flour and corn steep liquor
as essential nutrients to your metabolism, reducing the production cost and contributing to

produce clean compounds.

Keywords: Cunninghamella echinulata, lipids, total carbohydrates, chitosan.

Xiv



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS. .. ..ot et et e et et e et e et ae e enes X
LISTA DE FIGUR A S . .ottt et e e e e e e e et e e e e aae e e xi
LISTA DE TABEL A S . ..o e xii
RESUMO . .. e e e e e e xiii
AB S T R A T . . e e e Xiv
CAPITULO Lo e, Xviii
| 5315 (0 e L (o 1o T PSRN 19
o) 1575 7o TS 21
R I O o] <3 A X € 1S v | PP 21
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. ...cvi ittt s be et et be e e besbeste e e e nnas 21

3. REVISAD 08 LITEIATUTA. . ... ettt e e e e e e e e et 22
L FUNQOS. ..ttt b bbb E R R R R R AR Rt R R e Rt r e bR e R Rt e enn e 22
3.2 QUITING € QUITOSANA. ...tttk b bt b et et b e bt en e 23
3.3 Caracteristicas fisico-quimicas da quitina e da qUItOSANa...........ccceveeieriere e 28
3.4 AplicacOes da QUITING € QUITOSANA. .......cc.erveiriirteriesietisie sttt 29
3.5 Hidrolise Quimica e Enzimatica da QUITOSANA. ...........ecverierieriiesiesieeee et se e 32
3.6 Relagd0 CarbONO/NITTOGENIO. .......cviiiiieieiieieee ettt se e eee e ens 33
3.6.1 FONLES e CaArDONO.......cuiiieeiiiiieie e 34

3.6.2 Fontes de NItrOZENI0. .. vuu vt itietiitiitet e et et et reri e et e e e e e eesreesreesreeseeseesreesenesenn 3D

3.7 Farinna A8 BaNANa...........ciuiiiiiiiiiiiiieeee bbb 35
B8 MIINOCING. ...ttt 38
K JE I I o] o [PPSR 40
310 CArDOIAIALOS. ...t bbbttt b et ne et ettt b et b nne s 40
4. Referéncias BibliografiCcas. . .....uuiriit i 42
CAPITULO 2. .o 50
PRIMEIRO ARTIGO .. ...t e e e 51

XV



Influence of the salinity and pH in the radial growth of Cuninghamella echinulate in medium contend

green banana flour and corn steep liquor by factorial deSign..........coeoveieerirenenereseeeeeeree e 52
L INEFOUUCTION ...ttt b e bttt b e bbb b et et e e et et e st enene e b e 52
2. Materials and MELNOUS ........cc.eiuiriiieee ettt 53
2.1 MHICTO-0TGANISIT ...ttt bbb bt b et et e e et et e e bt b nnennen e 53
2.2 CUIIVALION CONTITIONS ...t b et b e nn e 53
3. RESUILS AN DISCUSSION......c.cuiuiiuiieiirieiieteitrt ettt ettt bttt b ettt b et b s eb et n et naenea 53
4, CONCIUSTONS ...ttt bttt ettt b et b et bt b et b et se b enentenea 55
RETEIEICES ...ttt bbbt b et bt b e n ettt n e 56
CAPITULD 3.ttt st sttt et b e bt e s bt e s he e saee et e e bt e sbeesbeesatesabesabeebeenbeenes 57
SEGUNDO ARTIGO . ...ttt sttt ettt st sttt st b e b e sb e e sbe e eaeeenteenbeesbeesaeesanenas 58
BIOMASSA DE Cunninghamella echinulata COMO FONTE ALTERNATIVA DE PRODUCAO DE
CARBOIDRATOS TOTAIS, QUITOSANA E LIPIDEOS ......cooiiieieeeeieeiee et 58
RESUIMO ...ttt ettt ettt s b et e s b e e bt e b e s bt e st e s bt e a s et e sbe et e sbeemtenbesbeenseabeeanenbeeneens 59
N 01 1 Uod OSSR 60
I oo [0 o%- T TSRS 61
2. MALErTAl € IMEBLOTOS ......veuetiiiieietee ettt ettt en e 62
2.1 IMlICIO-0FQANISMO .....c.vicviitiite ettt et te sttt et e st e et e st e s be e st e s be e st e sbeeteebesbeeseesbeaaeesbesteesbesbeesaenbesrean 62
2.2 CONAICOES AE CUIIVO ...ttt sttt et st e e s e aeeseensesneeneas 62
FZ S0 01511 = (0SSR 62
2.4 ProduGAO 08 DIOMASSA .......cviiiiitiieiiieie ettt sttt 62
2.5 Plangjamento FAatOrial............oooiiiii i 63
2.6 Determinacdo do rendimento da DIOMASSA. ........cceeviriiieieiiee e 63
2.7 DeterminaGa0 0 PH.....c.ooiiiiiiitiieiie ettt 63
2.8 Determinacgdo de Carboidratos Totais da DiOmMassa .........cccccvevveiieeieii i 64
2.9 Extracdo de Lipidios Totais da DIOMaSsSa.........cueeiererieieiieieeseee s 64
2.10 EXIraGho 0 QUITOSANA. ... ...eeeeeeieieieeeteeniesieeiee e st ettt eesee st e e see et e tesaeeneesbeaneeseesaeaneeseeeneenneanean 64
2.11 CaracterizaGlo da QUITOSANA ........ccueiveeieiieeieiesie ettt ste st ste st sre e e re e e e testeesaesreeraesresne s 65

XVi



3. RESUITA0OS € DISCUSSAD .ceeevvieeeiceriieeeereteeeetrteeseatesseistessasaseessasssteesassaeesssaaeesassaeessssrasesssssseessssreees 65

3.1 Producédo de biomassa e quitosana por Cunninghamella echinulata.............cccccovvviveveiniicinenne. 65
3.2 Influéncia da milhocina e farinha de banana na producdo de biomassa............ccccoeeveviiviviernenne. 66
3.3 Influéncia da farinha de banana e milhocina na produgao de qUItoSaNa ............cccvevrvrereriernennns 67
3.4 Producdo de lipideos por Cunninghamella echinulata ............cccoooviiiiiiiineiereseccece e 68
3.5 Producéo de Carboidratos por Cunninghamella echinulata .............cccccoooveviiviiine s 69
3.6 Caracterizacdo da Quitosana de Cunninghamella echinulata...............cccccoeeviviiciiiicicceee e 69
4, CONCIUSDES ...tttk h bbb bbbt h bbbkttt e e e b e bbbt b bt 71
5. Referéncias BibHOGIATICAS .......c.eiviiueeeiicieceee ettt et era et s ae et e reennas 72
CONCLUSOES GERAIS ..o tesee s aesessassassaasas s sss s s s s sssasssssssssssssssssesnns 78

Xvii



CAPITULO 1



PEREIRA-GOMES, M. D. D. INFLUENCIA DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS...

1. Introducéo

Com o advento da biotecnologia, os limites de aplicagcdo dos aditivos para alimentos,
cosméticos e medicamentos, expandiram-se, e novos produtos foram desenvolvidos baseados
na capacidade biossintética dos micro-organismos. Estas perspectivas, relacionadas com 0s
produtos de elevado interesse industrial, ttm conduzido nos Ultimos anos a investigagéo e
desenvolvimento de modelos que constituem as bases das novas tecnologias na producéo de
metabdlitos secundarios como quitosana, lipidios e carboidratos totais, para producdo e
aplicacdo industrial (KITAMOTO et al., 1999; SILVA e FERRARI, 2011; TORTORA et al.,
2012).

Os Zygomycetes podem ser encontrados em varios ambientes, como no solo da
Caatinga, de dunas e de sedimento de estuérios e apresentam como caracteristica a presenca
de dois principais co-polimeros que sdo a quitina e a quitosana nas paredes celulares, que
podem ser extraidas do micélio, principalmente dos fungos da ordem Mucorales
(BARTNICKI-GARCIA, 1968; CAMPOS-TAKAKI, 2000; STAMFORD et al., 2008).

A quitina é um dos mais abundantes polissacarideos encontrados na natureza, constitui
0 exoesqueleto dos crustaceos, insetos e a parede celular dos fungos, e € encontrada como um
material esbranquicado, duro e inelastico, com baixa solubilidade e reatividade quimica,
sendo também imunogénico (ANDRADE et al., 2000; SPIN-NETO et al., 2008;
MUZZARELLI et al., 2009). E composto por unidades monoméricas de N- acetil-D-
glicosamina (GIcNAc), com ligacdes B 1,4, sendo o polissacarideo abundante e amplamente
distribuido na natureza, podendo ainda, ser um elemento estrutural encontrado em animais
invertebrados (CAMPOS -TAKAKI, 2000; ARANAZ et al., 2009).

A quitosana € um produto derivado da desacetilacdo da quitina pela enzima quitina
deacetilase. A biocompatibilidade e a biodegradabilidade sdo suas propriedades fundamentais,
e, devido a estas caracteristicas biologicas, foram encontradas diversas aplicacOes para este
biomaterial, dentre elas: biomedicina, agricultura, medicina, tratamento da poluicdo, inddstria
de adesivos, clarificacdo de sucos, producdo de filmes biodegradaveis para fabricacdo de
embalagens, degradacdo de corantes, remocao e recuperacdo de diferentes residuos (SINGLA
e CHAWLA, 2001; THARANATHAN e KUTTER, 2003; ROSA e WALLAU, 2008).
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PEREIRA-GOMES, M. D. D. INFLUENCIA DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS...

Os lipidios nos micro-organismos sdo sintetizados durante a fase de crescimento como
parte de seu processo metabdlico e como reserva de carbono. Nos fungos sédo encontrados
como componentes de membranas, da parede celular, de material de reserva e, em alguns
casos como compostos extracelulares. A composicdo, qualidade e quantidade de lipideos
variam de espécie para espécie de acordo com as condigdes de cultivo, disponibilidade de
nutrientes e com o estagio de crescimento (BEOPOULOS et al., 2011).

Contudo, um dos grandes entraves para a producdo microbioldgica de quitosana,
lipidios e carboidratos totais, vem sendo o alto custo de producdo. No entanto, 0s
bioprocessos permitem controlar a transformacgdo de substratos na obtencdo de produtos,
possibilitando inclusive o “scale up”. Considerando a relevancia dos estudos relacionados a
producdo de quitosana, lipidios e carboidratos totais e a sintese desses polimeros,
investigacOes estdo sendo desenvolvidas com substratos de baixo custo. Dentre esses
substratos, os residuos agroindustriais vém despertando o interesse, considerando a presenga
de grandes quantidades de fontes nutricionais (carbono e nitrogénio) necessarias para o
desenvolvimento de micro-organismos (SHIGEMASA e MINAMI, 1995: CORTES et al.,
2011; ACCORSINI et al., 2012).

O presente estudo teve como proposta desenvolver por processo biotecnoldgico
utilizando Cunninghamalla echinulata, a produ¢do de quitosana, lipidios e carboidratos totais,
cultivados em meios de cultura alternativos (farinha de banana verde e milhocina) que

resultam na reducéo dos custos finais de producéo.
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PEREIRA-GOMES, M. D. D. INFLUENCIA DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS...

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a producdo de quitosana, lipidios e carboidratos
totais por processo biotecnoldgico, utilizando Cunninghamella echinulata cultivado em meios de

cultura com fontes alternativas de carbono e nitrogénio (milhocina e farinha de banana verde).

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o crescimento de C. echinulata em meio contendo substratos agroindustriais
utilizando um planejamento Delineamento Composto Central (DCC) de 2%

e Avaliar o comportamento morfolégico e o padrdo de desenvolvimento da col6nia de C.
echinulata em meio contendo substratos agroindustriais;

e Avaliar a influéncia das diferentes concentragdes dos substratos agroindustriais na producéo
de quitosana por C. echinulata;

e Extrair e isolar quitosana produzida por C. echinulata;

¢ Realizar a caracterizacdo da quitosana obtida por C. echinulata;

e Determinar o teor de lipidios da C. echinulata;

e Determinar o teor de carboidratos totais presentes na biomassa C. echinulata;

e Validar estatisticamente os resultados obtidos.
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3. Revisao da Literatura

3.1 Fungos

Os fungos sdo organismos heterotroficos que obtém alimento a partir de matéria
organica inanimada ou como parasita de organismos vivos. Sdo saprofitas e por isso
decompdem residuos complexos de plantas e animais em substancias quimicas mais
simples que posteriormente retornam ao solo, e através da absor¢do nos vegetais,
favorecendo assim o processo de fertilidade no solo (BARBOSA et al.,1999).

Em geral, os fungos apresentam filamentos que sdo denominados de hifas,
apresentam uma parede celular considerada rigida, rica em quitina, 0 mesmo material
que reveste o corpo dos insetos. Possuem caracteristicas heterotréficas, ndo possuem
clorofila, necessitando de material organico para sobreviverem, sendo sua nutri¢éo feita
por absorcdo de nutrientes, através da presenca de enzimas, que sdo produzidas e que
auxiliam na degradacdo de produtos como a celulose e o amido. Desenvolve-se
geralmente em meios contendo um pH baixo, uma fonte de carbono uma fonte de
nitrogénio organico ou inorganico e alguns minerais. Alguns necessitam de vitaminas
(PELCZAR et al., 1996). As demais caracteristicas dos fungos filamentosos estdo

representadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas principais do Reino Fungi

Principais caracteristicas Habitat Modo de vida
Parede celular de quitina Solo Saprdfitos
Micélio bem desenvolvido | Plantas, cogumelos Parasitas: facultativos
em quase todos 0s grupos ou obrigatorios de
animais, plantas,

fungos, insetos, algas

Reservas de glicogénio, | Animais; invertebrados e | Simbiontes: formando
trealose e manitol vertebrados micorrizas arbusculares
em plantas

Esterdis: ergosterol

Sintese de lisina via &cido a-
aminoadipico

Fonte: Pelczar et al., 1996
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Os Mucorales séo representantes da Divisdo Zigomycota e constituem um grupo
relevante de micro-organismos, pois se destacam como produtores de compostos em
processos biotecnoldgicos industriais, como: enzimas, vitaminas, acidos organicos,
acidos graxos, antibidticos, conservantes dentre outros. Esse potencial econémico-
industrial significativo é devido a sua capacidade em resistir a variadas condicfes
ambientais, referentes a sua atividade fisioldgica, bioquimica e genética (GRIFFIN,
1994; ALEXOPOULOS et al., 1996; CARLILE e WATKINSON, 1996).

Alguns Mucorales sdo dimorficos, estando o dimorfismo relacionado as
condi¢cdes ambientais, como: anaerobiose, presenca de substancias que blogueiam a
fungdo geradora de energia das mitocondrias e adigdo de Adenosina Monofosfato
Ciclico (AMPc) (ORLOWSKI, 1991; TORTORA et al., 2012).

O género Cunninghamella é um dos mais comuns dentro da Ordem Mucorales.
As espécies deste género sdo geralmente encontradas no solo, exibem coldnias com
rapido crescimento, com coloracdo que varia entre branco e cinza, esporangiéforos
eretos, ramificados e a extremidade de cada ramificacdo forma vesiculas piriformes ou
globosas com diversos esporangiolos. Micélio ndo septado quando jovem, torna-se
septado com a idade da cultura (DOMSCH et al., 1980; ALEXOPOULOS et al., 1996;
CARLILE e WATKINSON 1996).

3.2 Quitina e quitosana

Os polissacarideos de cadeias lineares que contém proporcbes variaveis dos
carboidratos 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose,
unidos por ligacGes glicosidicas p (1 — 4) sdo conhecidos como quitina e quitosana,
respectivamente (ROBERTS, 1992).

O termo quitina deriva da palavra grega chiton e significa revestimento protetor
para invertebrados (FURLAN, 1993). Este polissacarideo, que é precursor direto da
quitosana, foi descoberto em cogumelos pelo professor francés Henri Braconnot em
1811, recebendo entdo a denominacéo inicial de fungina. O nome quitina foi dado por
Odier em 1823, quando esta foi isolada de insetos. Somente em 1843, Payen descobriu
gue a quitina continha nitrogénio em sua estrutura (CRAVEIRO et al.,, 1999,
BHATNAGAR e SILLANPAA, 2009).

A funcéo estrutural fundamental em exoesqueletos, cuticulas e paredes celulares

dos organismos € assegurada pela presenca da quitina (AUSTIN et al., 1981), estando
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sempre associada as proteinas. Forma oligo-proteinas que funcionam como matrizes que
interagem com demais constituintes como os taninos fendlicos nos insetos e 0s minerais
nas carcacas dos crustdceos. Sua despolimerizacdo ocorre na presenca de altas
temperaturas ou por reacdo em acidos minerais fortes (PETER, 1995).

Além da associacdo da quitina com as proteinas, este polissacarideo também esta
fortemente associado ao material inorganico, pigmentos e lipidios. Assim, sua extracao
¢ descrita como um processo essencialmente de desproteinizacdo (remocdo de
proteinas) e desmineralizacdo (retirada de minerais, principalmente o CaCO3) e em
alguns processos, descolorizacdo ou despigmentacdo (retirada da astaxantina), que €
conseguida com banhos em acetona (SHAHIDI e SYNOWIECKIT, 1991). Vérias
sequéncias e diferentes procedimentos de extracdo tém sido descritos, mas ndo havendo
um processamento padronizado adotado, embora seja comprovado que as caracteristicas
finais do material sdo fortemente afetadas pelas condi¢cbes empregadas ao longo da
extracdo (NO e MEYERS, 1997).

A quitina pode ser encontrada em insetos, artropodes, moluscos e na parede
celular de fungos (MOURA et al., 2006). Além destas fontes naturais, outras fontes sdo
utilizadas como demonstra a tabela 2. No entanto, a principal fonte comercial de quitina
sdo as carapacas de camardo e caranguejo 0 que gera, segundo Assenhaimer e Rubio
(2003), na etapa de descasque, grandes quantidades de residuo sélido. Arthropoda,
Annelida, Mollusca e Coelenterata sdo exemplos de filos de animais invertebrados que
possuem bastante quitina, assim como os fungos representados pelos Eusomycetes,
Zygomycetes e Deuteromycetes (ROBERTS, 1992).

Tabela 2 - Fontes naturais de quitina e quitosana

Animais marinhos  Insetos  Micro-organismos

Anelideos Escorpides Algas verdes
Moluscos Aranhas Leveduras
Celenterados Formigas Fungos
Lagosta Besouros Algas marinhas
Camarao
Krill
Caranguejo

Fonte: www.polymar.com.br
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Anualmente, toneladas de quitina e quitosana sdo biologicamente sintetizadas
em um total de aproximadamente 1 bilhdo, sendo biodegradados sem actmulo
excessivo na natureza, através do “ciclo da quitina” (Figura 1). As enzimas hidroliticas
envolvidas nesse processo estdo largamente distribuidas nos tecidos e fluidos corporais
dos animais e plantas, e também no solo. A estimativa mundial para producéo industrial
de quitina a partir de carapagas de crustaceos é de 50.000 toneladas anualmente. A sua
disponibilidade mundial é estimada em mais de 39.000 toneladas anualmente, a partir
de carapacas de crustaceos (CRAVEIRO et al., 1999).

Figura 1. Ciclo da Quitina e principais enzimas envolvidas

| Quitina deacetilase l

QUITINA » QUITOSANA
Quitinase
Oligossacarideos de quitina Oligossacarideos de quitosana
N-acellp-0-
glicosaminidase

D-glicosamina

N-acetil-D-glicosamina |

Fonte: Costa Silva et al., (2006) modificado

Em termos estruturais, a quitina (Figura 2) possui semelhanca com a fibra
vegetal denominada celulose. A diferenca estrutural entre as duas fibras se deve aos
grupos hidroxila localizados na posigéo 2, que na quitina foram substituidos por grupos
acetamino, sendo a mais abundante fibra de ocorréncia natural depois da celulose
(CRAVEIRO et al., 1999).
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Figura 2. Estrutura quimica da Quitina

Fonte: Dallan, 2005.

A quitosana (Figura 3) é um produto natural, de baixo custo, renovavel e
biodegradavel, de grande importadncia econdmica e ambiental. Este tipo de
polissacarideo é mais atrativo por conter um grupo amino livre, o qual é responsavel
pela maioria de suas caracteristicas (AIROLDI, 2008). E também o principal derivado
de quitina e pode ser encontrada em determinados fungos, embora em pequena
quantidade. Assim, a principal via de obtencdo de quitosana é a execucdo da reacdo de
desacetilacdo de quitina (ROBERTS, 1992).

Figura 3. Representacdo da estrutura priméria idealizada da quitosana

Fonte: Dallan, 2005.

A desacetilagdo de quitina para preparacdo da quitosana geralmente resulta na
hidrolise parcial dos grupos acetamida e o produto resultante apresentard diferentes

conteudos residuais de unidades acetiladas e desacetiladas. Desta forma podem ser
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classificados como copolimeros constituidos por diferentes contetdos de unidades 2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (AIROLDI
2008) (Figura 4).

Figura 4. Representacdo da unidade repetitiva comum a quitina e & quitosana, sendo
G.A o grau médio de acetilacdo do polimero

Fonte: Dallan, 2005.

A utilizacdo de fungos para producéo de quitosana apresenta algumas vantagens
frente ao processo tradicional (TAN et al., 1996; SYNOWIECKI e AL-KHATEEB,
2000). E mais brando e gera menos residuos do que o processo quimico para obter a
quitosana a partir do camaré@o (TAN et al., 1996). Esta producdo de quitosana a partir de
fungos pode ocorrer da seguinte forma:

a) O cultivo de fungos pode ser realizado em substratos simples e baratos (como
residuos das industrias de alimentos e de papel), reduzindo os custos do processo;

b) A quitosana pode ser produzida durante todo o ano em um ambiente
controlado e independente da sazonalidade de matéria-prima;

c) Os fungos ndo apresentam quantidades significativas de carbonato de célcio
ou outros minerais, o que facilita o tratamento acido;

d) O rendimento desses polissacarideos a partir de fungos pode ser
eficientemente ajustado atraves do controle da fermentacdo, das condicGes de
processamento e também através de manipulagdes genéticas.

O conteldo de quitosana reportado na literatura varia na faixa de 2 — 60% com
relagdo ao peso seco da biomassa, o qual depende do fungo utilizado e da fase de

crescimento do micro-organismo (PETER, 2002).
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As semelhancas nas funcdes exercidas pela celulose e pela quitina nos seres
vivos podem ser atribuidas as suas caracteristicas estruturais semelhantes, pois ambas
s8o0 macromoléculas constituidas de unidades de glicopiranose, unidas por ligacdes
glicosidicas do tipo B (1—4). A principal diferenca estrutural se refere ao grupo
funcional ligado ao carbono 2 do anel de glicopiranose, que na celulose é o grupo
hidroxila (Figura 5a) e na quitina é o grupo acetamida (Figura 5b). Além disso, a
disposigéo relativa das cadeias de quitina nas lamelas resulta em diferentes polimorfas,
a-quitina e B-quitina, as quais tém funcionalidades diferentes nos organismos em que
ocorrem (ROBERTS, 1992).

Figura 5. Representacdo das estruturas primarias idealizadas de celulose (a) e de quitina

(b)

HOH,C OH
HO O
HO O
on HOH,C n
(a)
COCH;
HO '
(0] o)
NHCOCH; HOHC n
(b)

Fonte: Dallan, 2005.

3.3 Caracteristicas fisico-quimicas da quitina e da quitosana

As propriedades fisicas e quimicas da quitina e de seus derivados N-
desacetilados (quitosana) sdao muito diferentes. O parametro que diferencia quitosana e
quitina € sem duvida, o grau de desacetilagdo ou grau de acetilagdo, que séo
complementares entre si para o valor de 100% do grau determinado (SANNAN et al.,
1976).

O copolimero com predominancia de unidades acetiladas (GICNAc), sollveis
apenas em solventes especificos (como N,N-dimetilacetamida contendo 5% de cloreto
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de litio) sdo denominados quitina, enquanto o copolimero com maior abundancia de
unidades desacetiladas (GIcN), que séo soluveis em solucBes de acidos diluidos, sdo
denominados quitosana (ROBERTS, 1992; HIRANO, 1996). Desta forma, quitina e
quitosana descrevem copolimeros que podem ser distintos em termos de solubilidade e
de grau médio de acetilacdo GA, que é a medida do numero médio das unidades de N-
acetil-D-glicosamina presentes nas cadeias macromoleculares (LI et al., 1992).

A quitina é insoluvel em &gua, solventes organicos, acidos diluidos e alcalis,
apresenta forma de solido cristalino ou amorfo. Suas trés formas polimorficas sdo a-
quitina, B-quitina e y-quitina dependendo de sua estrutura cristalina, da disposicao de
suas cadeias e da presenca de moléculas de agua. Ja a quitosana é insolivel em agua,
mas solivel em solugdes aquosas de &cidos organicos e inorganicos (CRAVEIRO,
1999).

A quitosana age como antiacido natural e solubiliza-se na presenca de &cido
gastrico estomacal, capturando ions H* do meio e retirando o excesso de acido gastrico
do estdbmago elevando assim o pH. Devido a sua acdo antiacida também eleva o pH da
regido bucal, onde atua ligando-se as bactérias que causam a placa dentéria e,

consequentemente, a cérie e, assim, prevenindo ambos (GOOSEN, 1997).

3.4 AplicagOes da quitina e quitosana

Devido a propriedade de biodegradabilidade, biocompatibilidade e a baixa
toxicidade, a quitina e quitosana podem ser aplicadas em éareas biotecnoldgicas
(PERCOT et al., 2003).

Diferentes metodologias e estratégias de aplicagdes desses polissacarideos tém
sido propostas na literatura. Dentre uma variedade de aplicagOes, a quitina pode ser
utilizada como agente floculante no tratamento de efluentes, como adsorvente na
clarificacdo de 6leos e principalmente na indudstria téxtil, alimenticia e de cosméticos.
Porém, sua maior aplicagdo encontra-se na producdo de quitosana, que se presta a
inimeras aplicagcbes (CRAVEIRO et al., 1999).

A grande maioria dos trabalhos demonstram as aplicagdes da quitosana no
revestimento de filmes comestiveis (TANADA-PALMU et al., 2005; BORGOGNONI
et al., 2006; BOTREL et al., 2007), tratamento de efluentes devido a interacdo desta
com ions metalicos (SPINELLI et al., 2004; LAUS et al., 2006; AZEVEDO et al.,
2007) e redutora de gorduras (CHIANDOTTI, 2005; REIS, 2005). A quitosana pode
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ainda ser aplicada na industria alimenticia, para o processamento de alimentos, em
formulagcGes farmacéuticas, para a elaboracgdo de dispositivos para liberagdo controlada
de medicamentos, e em formulagdes cosméticas como em cremes para mdo e corpo,
xampus, condicionadores e protetores solares (GARIEPY et al., 2000; GILDBERG et
al., 2001).

Na agricultura, a quitosana pode ser usada como protetora de sementes e como
estimulante do crescimento de micro-organismos, produtores de quitinase, destruidoras
de nematoides patogénicos e ovos (PETER, 2002). A quitosana potencializa a
germinacdo de sementes, além de ser um agente de encapsulamento para liberacédo lenta
de nutrientes e adubos. A mesma pode ser usada como um filme protetor biodegradavel
para embalagens de frutas e verduras para melhorar a sua conservacao. Neste caso, € um
conservante ideal por suas caracteristicas antifngicas e também por induzir a producgéo
de quitinase (enzima de defesa contra agentes agressores) e apresentar seguranca para
uso humano evidenciado por estudos toxicoldgicos. Além disso, forma um filme
semipermedvel sobre o fruto e, por modificar a atmosfera interna do tecido, a quitosana
pode retardar o amadurecimento de frutas (SYNOWIECKI e AL-KHATEEB, 1997).

A quitosana demonstrou eficiéncia para confeccdo de biomateriais como
membranas renais, pele artificial, lentes de contato, liberacdo de farmacos e DNA,
engenharia de tecidos, aplicacbes ortopédicas e periodontais entre outras (ITO et al.,
1999).

No tratamento e regeneracdo de ferimentos (hemostaticos), a quitosana €
aplicada na forma de bandagens que, além de oferecer mais rapida cicatrizacdo de
ferimentos e abscessos, protege contra infecgdes contra Staphylococcus (GOOSEN,
1997). Outro fator chave na reconstrugdo de tecidos fisiologicos exercido pela quitosana
€ um aumento da vascularizagdo e um continuo fornecimento de quito-oligbmeros em
feridas, para estimular a deposicdo correta, montagem e orientacdo de fibrilas de
colageno, que sdo incorporados dentro dos componentes da matriz extracelular
(MUZZARELLI, 2009).

Véarios materiais injetaveis baseados na quitosana e seus derivados tém sido
usados como substitutos em 0ssos osteogénicos. Compostos de fosfato de célcio
quitosana e compostos fosforilados de quitosana tem sido usados para preencher
defeitos no radio e tibia in vivo (LEE et al., 2000).
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A inibicdo da replicacdo de bacteriofagos pode ocorrer pela quitosana atraves
dos seguintes mecanismos: a) diminuicdo da viabilidade da cultura de células
bacterianas, b) neutralizacdo de particulas da fase madura no indculo e/ou particulas da
fase filha e c) bloqueio da replicacdo da fase de viruléncia (CHIRKOV, 2002).

Vaérios pesquisadores relatam que a quitosana tem acdo antimicrobiana em uma
grande variedade de micro-organismos incluindo algas, fungos e bactérias. O destaque é
para sua atuacdo contra bactérias gram positivas e diversas espécies de Candida.
Contudo, esta acdo sofre influéncia de fatores intrinsecos (grau de desacetilagcdo) e
extrinsecos (nutrientes e condi¢cdes do meio ambiente, substratos quimicos) (CUERO,
1999; ITO et al., 1999).

A quitosana é usada como aditivo natural em substituicdo aos aditivos sintéticos.
Novos produtos baseados na quitosana e seus derivados tém sido criados com sucesso
para a industria de alimentos (MUZZARELLI, 2009). A Tabela 3 demonstra um resumo
das aplicacdes da quitosana em diversas areas.
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Tabela 3 - Diversas areas de aplicagdo da quitosana e uma pequena descrigdo das

atividades

Meio Ambiente IndUstria de Industria de IndUstria
alimentos cosméticos Médica/farmacéutica/
Odontologica
Purificacdo de Suplementos Xampus e Carreador de

aguas residuais
de inddstrias

Remocéo de
pesticidas

Remocéo de
policarbonatos

Absorvente na
remocao de
pesais pesados

Recuperacéo de
residuos solidos

Meio de troca
idnica

Imobilizacéo de
micro-
organismos

Remocéo de
corantes

nutricionais

Emulsificantes

Alimentos
funcionais

Estabilizantes

Clarificantes de
bebidas

Protecéo
bactericida de
sementes

Filmes para
embalagens de
frutas

Corantes

condicionadores
Emolientes

LocOes e cremes
protetores

Umectantes

Produtos dentarios
(cremes dentais)

Encapsulamento de
fragrancias,
pigmentos e

ingredientes ativos.

Gel

Perfumes

medicamentos

Imobilizacdo de enzimas

Reducéo do colesterol

Agentes cicatrizantes
Regeneracéo da pele

Agente antibactericida

Tratamento da
osteoartrite

Reducéo da placa
bacteriana, da carie

Redutor do peso
corporal

Fonte: Cardoso, 2007.

3.5 Hidrdlise Quimica e Enzimatica da Quitosana

A hidrélise da quitosana resulta em despolimerizacéo da cadeia polimérica pela

clivagem das ligac@es glicosidicas p-(1-4). A despolimerizacdo da quitosana aumenta a

solubilidade em agua e também reduz a viscosidade da solucéo, facilitando a aplicagéo

dos materiais de quitosana em varias areas (SHIN-YA et al., 2001).

A hidrdlise pode ser conduzida pelo uso de acidos organicos ou inorganicos

(hidrélise quimica) ou pela utilizacdo de enzimas hidroliticas especificas ou néo

especificas (hidrolise enzimatica), degradacdo oxidativa com perdxido de hidrogénio,
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degradacéo ultra-sénica, quimico-enzimatico (KIM e RAJAPAKSE, 2005) e radiagédo
(HAI et al., 2003).

A hidrélise quimica é um método de facil execucdo, porém, esse mecanismo
resulta em um baixo rendimento de oligdmeros e grande quantidade de monémeros (D-
glicosamina), além de ndo poderem ser utilizados como material bioativo devido a
possivel presenca de contaminacdo por compostos quimicos tdxicos; principalmente,
nas hidrolises com HNO, podem ocorrer modificacbes estruturais no produto final
(CABRERA e CUTSEM, 2005). Outro inconveniente desse método é a necessidade de
utilizar altas temperaturas e grandes concentracdes de reagentes, podendo causar
problemas ambientais (RONCAL et al., 2007).

Ao invés do agressivo método de hidrdlise acida, a quitosana pode ser
hidrolisada em condicGes brandas utilizando enzimas. As enzimas catalisam a sua
hidrolise de forma mais especifica e permitem controle no decorrer do processo e,
consequentemente, do grau de polimerizacédo (G.P) dos oligdmeros gerados (KUO et al.,
2004; KIM e RAJAPAKSE, 2005; MING et al., 2006; RONCAL et al., 2007).

A acdo hidrolitica ndo especifica sobre a quitosana tem sido descrita na literatura
como uma alternativa efetiva com respeito a obtencdo de oligossacarideos e de
polimeros de menor massa molar e, a0 mesmo tempo, de custo relativo menor em
comparagdo as enzimas especificas. Foi evidenciada a atividade hidrdlitica sobre
quitosana para as enzimas papaina (de origem vegetal), lipase, celulase, pectinase,
glucanase e protease (de origem microbiana). A quitosanase, por apresentar maior
especificidade, é a principal enzima utilizada para a hidrdlise da quitosana (IZUME et
al., 1992; MUZZARELLI et al., 1995).

3.6 Relacéo Carbono/Nitrogénio

O cultivo para a producao de polimeros microbianos pode ser potencializada
pelo controle de fontes de carbono e nitrogénio, viabilizando o processo de producao
industrial (HE et al., 2004).

Um meio balanceado pode conter cerca de dez vezes mais carbono do que
nitrogénio (10:1). Uma relagdo de 10:1 ou menos, garante um alto contetdo protéico e
uma relagdo maior, como por exemplo de 50:1, favorece acumulacdo de alcool,

metabolitos secundarios derivados do acetato, lipidios ou polissacarideos extracelulares.
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Por isso, a relacdo carbono/nitrogénio exige grande atencdo durante o cultivo em
processos fermentativos (CARLILE e WATKINSON, 1997).

3.6.1 Fontes de Carbono

A producdo de metabdlicos fungicos exige um conhecimento detalhado da
fisiologia microbiana e do comportamento celular durante a fase fermentativa.
Pardmetros como temperatura, agitacdo, pH, O, dissolvido, vitaminas, fontes de
carbono e de nitrogénio podem ser determinantes no controle do processo (HE et al.,
2004).

Heterotroficos, os fungos exigem fontes orgéanicas de carbono pra sua
sobrevivéncia. As mais comuns sdo carboidratos (glicose), aminoacidos, &cidos
monocarboxilicos, lipideos, alcoois e polimeros como amido e celulose (HE et al.,
2004).

Fungos produzem enzimas hidroliticas extracelulares que podem hidrolisar
amido (amilases), celulose (celulases), lignina (lignase), quitina (quitininase), proteinas
(proteases), entre outras, sendo a producdo dependente da espécie fangica e das
condicdes de cultivo. O ciclo dos acidos tricarboxilicos esta presente praticamente em
todos os fungos, os intermediarios do ciclo podem atuar como fonte de carbono para
muitos deles. Para muitos fungos uma fonte exdgena destes acidos ndo consegue
penetrar na célula, entretanto o acido citrico e acido succinico podem ser utilizados por
muitos deles. Os &cidos organicos sdo fornecidos como sais (de sodio, potassio ou
amonio) para evitar que o0 meio se torne muito acido. O glicerol é uma 6tima fonte de
carbono para muitos fungos. Alguns fungos produzem lipase extracelular que hidrolisa
lipidios a glicerol e acidos graxos, que podem ser assimilados. Apesar de o0s
aminoéacidos e proteinas serem usados principalmente como fonte de nitrogénio eles,
tambem, podem atuar como fonte Gnica de carbono por alguns fungos (CARLILE e
WATKINSON, 1997).

3.6.2 Fontes de Nitrogénio

A maioria dos fungos podem assimilar nitrogénio inorganico sob a forma de
nitrato ou amonia em adicdo a utilizacdo de grande diversidade de compostos organicos
nitrogenados (STEWART e RUSSELL, 1998).
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Trabalhos realizados sobre 0 metabolismo do nitrogénio em micro-organismos
utilizam comumente um meio minimo com composi¢cdo conhecida, e um Unico
composto nitrogenado (LARGE, 1986). Outros estudos utilizam meios complexos
complementados com diferentes tipos de extratos. Os meios de cultivo industriais
apresentam composi¢fes complexas, e um exemplo tipico é o mosto utilizado na
producdo de cerveja, que tem como fonte de nitrogénio uma mistura de aminoacidos,
peptideos e pequena quantidade de amonia livre, e como fonte de carbono uma mistura
de carboidratos (PIERCE, 1987; STEWART e RUSSELL, 1998).

O nitrogénio é o constituinte essencial do tecido flngico, ja que esta presente em
todas as moléculas de aminoécidos e conseqlientemente nas proteinas. Tanto o0s
substratos naturais como 0s substratos sintéticos e semi-sintéticos utilizados no cultivo,
de fungos devem conter uma fonte de nitrogénio, no entanto observa-se que apresentam
diferencas na habilidade para a utilizacdo das diversas fontes de nitrogénio. Fontes de
nitrogénio sao requeridas também para a sintese de vitaminas, purinas e pirimidinas dos
acidos nucléicos e para sintese de glicosamina para montagem de quitina (TRABULSI,
2005).

Dependendo da espécie do fungo, o nitrogénio pode ser obtido nas formas de
nitrato, nitrito, amoénia ou nitrogénio organico. A maioria dos fungos usa nitrato que é
reduzido a nitrito com mediagdo da enzima nitrato redutase e depois a amonia. Das
varias formas de nitrogénio encontradas na natureza, 0s micro-organismos assimilam
mais facilmente a aménia. Porém, 0s que possuem enzimas nitrato redutase e nitrito
redutase apresentam a capacidade de assimilar, respectivamente, nitrato ou nitrito,
reduzindo nitrato a nitrito, e nitrito & aménia (PUTZKE, 2002).

Como fonte de nitrogénio, sdo frequentemente utilizados o sulfato de aménio (o
qual costuma provocar reducdo significativa do pH e, em alguns casos, fendmenos de
inibicdo pelo sulfato), uréia (a qual permite reduzir problema de controle de pH) e
peptona (a qual costuma ser bastante dispendiosa, inviabilizando seu uso industrial)
(SCHMIDELL, 2001).

3.7 Farinha de Banana

A banana é uma das mais ricas fontes de alimento energeético dentre as frutas

tropicais e representa a quarta fonte de energia depois do milho, arroz e trigo. Sua alta
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concentracdo de amido a partir do processamento em farinha € de interesse alimentar e
industrial (OVANDO-MARTINEZ et al., 2009).

A farinha de banana é um alimento energético, de alto valor nutritivo e rica em

minerais (Tabela 4). Sua obtencdo ocorre pela moagem de bananas verdes desidratadas.

Tabela 4 - Composi¢do mineral da farinha de banana verde

Valor de ingestéo diaria

Componentes Quantidade (mg/1009) recomendada (%)

(IDR - FAO/OMS 2001)
Fosforo 190,00 27,15
Calcio 157,67 0,16
Magnésio 30,84 11,86
Zinco 0,54 0,08
Cobre 0,27 30,00
Ferro 3,08 22,00
Manganés 0,14 6,09

Fonte: Fasolin, 2007 adaptada.

Entre os principais componentes da banana verde estdo o amido resistente (AR),
podendo corresponder de 55 a 93% do teor de solidos totais, e as fibras (cerca de
14,5%) (OVANDO-MARTINEZ et al., 2009). Quando ha amadurecimento da banana,
esse amido resistente é convertido em acUcares, em sua maioria glicose, frutose e
sacarose, dos quais 99,5% sao fisiologicamente disponiveis (FASOLIN et al., 2007). No
entanto, sua composi¢do varia com a variedade de banana utilizada (Tabela 5), suas
condicdes de desenvolvimento, maturacdo e processamento (BADOLATO et al., 2006).

Tabela 5 - Composicao aproximada das bananas em diferentes estagios de maturacao

Parametros (%) Banana verde Banana madura
Proteinas 5,30 5,52

Lipideos 0,78 0,68

Fibra 0,49 0,30

Cinzas 3,27 4,09

Amido resistente 62,00 2,58

Sacarose 1,23 53,20

Fonte: Lii et al., 1982.

O amido resistente pertence ao grupo de carboidratos complexos. Neste grupo
estdo incluidos o amido e os polissacarideos ndo-amido (como as fibras), os quais
possuem diferencas em suas estruturas quimicas e em alguns de seus efeitos

fisiologicos. As fibras alimentares sdo polissacarideos hidrossoltveis diferentes do
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amido, que se caracterizam pela resisténcia a hidrolise por meio de enzimas digestivas
(ORDONEZ et al., 2005).

Os residuos alimenticios consistem de solidos soltveis e insoluveis. Os solidos
sollveis incluem porcbes de matérias-primas ndo utilizadas, como frutas e vegetais
danificados, folhas, caule, cascas, carocos, pele e sementes. Anteriormente, esses
residuos eram desprezados ou utilizados sem tratamento para racdo animal ou como
fertilizante. A partir dos anos 80, o uso de subprodutos e outros residuos agricolas
aumentaram devido a necessidade de prevenir a poluicdo do meio ambiente, evitar
desperdicios e conservar a energia e matérias-primas (LIl et al., 1982).

Portanto, a utilizacdo da farinha de banana verde na producdo de alimentos, além
de constituir uma possibilidade de desenvolvimento de alimentos para fins especiais
destinados aos celiacos, destaca-se como alternativa para minimizar a producdo o0s
residuos sélidos, com consequente reducdo do desperdicio na comercializagdo da
banana, bem como apresenta possibilidade de incremento nutricional. Tais fatores
destacam-se no auxilio a prevencdo de doencas, na promocao de qualidade de vida e,
possivelmente, podem auxiliar a minimizar os gastos com saude publica
(ZANDONADI, 2009).

A producdo de farinhas apresenta grande variabilidade para a industria de
alimentos, principalmente em produtos de panificacdo, produtos dietéticos e alimentos
infantis, por serem rica fonte de amido e sais minerais (CARVALHO, 2000).

Em paises como o Brasil e a Venezuela, onde se consome muito trigo importado,
este pode ser mesclado com outros cereais e vegetais com alto contetdo de amido como
fontes de nutrientes com menos custos (PACHECO-DELAHAYE e TESTA, 2005).

Segundo Adao e Gldria (2005), a banana possui variavel fonte de minerais,
sendo um importante componente na alimentagdo em todo o mundo. Seu sabor é um dos
mais importantes atributos de qualidade, a polpa verde ¢é caracterizada por uma forte
adstringéncia determinada pela presenca de compostos fenolicos solaveis,
principalmente taninos. A medida que a banana amadurece, ocorre polimerizacio desses
compostos, com consequente diminuigdo na adstringéncia, aumento da dogura e redugédo
da acidez (VILAS BOAS et al., 2001).

Conforme o Sistema Brasileiro de Respostas Técnicas — SBRT (2006), as
farinhas de bananas podem ser obtidas de secagem natural ou artificial, através de

bananas verdes ou semiverdes das variedades, prata, terra, cavendish ou nanica. Quando
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bem processadas podem ser utilizadas em panificacdo e alimentos infantis. Sua
qualidade depende de varios fatores incluindo matéria-prima, método de secagem,
técnicas de procedimentos e forma de armazenamento.

Segundo Loures (1989), instalaces de fabricas de farinha de médio e pequeno
porte podem ser localizadas proximas as fontes de alimento in natura a fim de estimular
a agricultura, implantar novas industrias alimenticias e favorecer criacdo de novos

empregos, promovendo assim o0 aumento de renda per capita.

3.8 Milhocina

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

Tabela 6 - Composicdo de aminoécidos, vitaminas e minerais encontrados em uma
solucdo concentrada de milhocina.

Aminoacidos (g de aminoacido/100g de proteina)

Alanina 9.83 Glicina 5.27 Metionina 1.98
Arginina 3.68 Histidina 3.72 Fenilalanina 2.85
Acido aspértico 5.82 Isoleucina 3,07 Prolina 9.64
Cistina 2,20 Leucina 8,28 Serina 5,18
Acido glutdmico 18.07 Lisina 4,75 Treonina 4,08
Triptofano - Tirocina 3,09 Valina 5.16
Vitaminas (mg/kg)

Biotina 0.3 Acido pantoténico 15.0
Cholina 3.500,0 Piridoxina 9.0

Inositol 6.000.,0 Riblovavina 6.0

Niacina 80.0 Tiamina 3.0
Minerais

Calcio (%) 0,14 Magnésio (%) 0,6 Selénio (mg/kg) 0,3
Cobre (mg/kg) 15,0 Potassio (%) 2.8 Zinco (mg/kg) 60,0
Manganés (mg/kg) 20.0 Sédio (%) 0,1 Enxofre (%) 0.6
Ferro (mg/kg) 100,0 Fésforo (%) 1.8

Fonte: Menegassi, 2007.

A obtencdo da milhocina é realizada através da maceracdo do milho, que
apresenta um teor de proteina de 25%, como fonte de nitrogénio essencial para o
crescimento celular (MORAES et al., 2001).
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A utilizacdo de fonte de nitrogénio para o crescimento microbiano e producéo de
metabdlitos € essencial, pois 0 nitrogénio estd intimamente relacionado ao metabolismo
dos micro-organismos. Neste contexto, Silveira et al., (2001) demonstraram que a dgua
de maceracdo de milho (milhocina), que ¢ um residuo agroindustrial de baixo custo,
pode substituir o extrato de levedura, com excelentes resultados.

Os produtos derivados do milho s@o obtidos pelo processamento seco e Umido
em diferentes etapas (Figura 6). Na primeira etapa, o milho (ap6s limpo e seco), é
separado em endosperma e germe. Na segunda etapa, o fluxo do endosperma é moido e
classificado para a obtencdo de produtos finais, e na terceira etapa 0 germe passa por
processo de extracdo para producdo de 6leo e farelo. Nesse processo é obtido farelo
peletizado, flocos de milho pré-cozidos, gritz, sémolas, farinhas, fubas, creme e canjica
(SILVEIRA et al., 2001).

A agua utilizada da maceragdo conhecida como milhocina é destinada a estacdo
de tratamento de efluentes que apresenta valores médios de DQO (Demanda Quimica de
Oxigénio) de 14.000 mg.L™ e DBO (Demanda Bioldgica de Oxigénio) de cerca de
11.000 mg.L™* (LOSS et al., 2009).

Figura 6. Fluxograma de produtos da cadeia do milho obtidos por processo
umido da agroindustria do milho

Tanques de | Separagio »| Moinhos »| Extracdo das fibras
Milho limpo maceragag do germe
1
Liquar
Farelo do germe Refino de éleo
_ Gleo de milho Fibras
- — — Secagem do gliten

e do amido

Secagem |1—
- Gliiten

Amido dmido

L 4
Ingredierl‘les Fermentag3o Conversio e refino
para ragbes e do xarope Secagem do amido
destilagio de glicose
, [ 1 1
Alcool combustivel Dextrose Amidos
ou para bebidas Amidos industriais
Xarope e alimenticios
frutose de Y
glicose de Dexdrinas
milho Maltcdexirinas

Fonte: Abimilho, 2009.
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Algumas industrias utilizam a milhocina como fonte de energia na producéo de
celulose pela bactéria Acetobacter xylinum (ARAI et al., 2003). No desenvolvimento de
biomassa e polissacarideos por Pleurotus ostreatus, a milhocina também vem sendo

utilizada como fonte alternativa de nutrientes (GERN et al., 2008).

3.9 Lipidios

O termo lipidio, tradicionalmente, tem sido usado para descrever uma variedade
de compostos naturais, incluindo os acidos graxos e seus derivados, esteroides,
terpenos, carotendides e acidos biliares. Compostos que apresentam cadeias organicas
com um elevado numero de carbonos, o que lhes confere o carater hidrofobico, podendo
apresentar apenas atomos de carbono e hidrogénio ou grupos funcionais com
heteroatomos como alcodis, fendis, acidos carboxilicos, ésteres, entre outros (FAHY et
al., 2005; GALAFASSI et al., 2012).

Os lipidios produzidos por micro-organismos apresentam composi¢do similar e
valor energético aos 6leos vegetais e animais. No entanto, como produtores de lipideos,
0S micro-organismos ndo competem por recursos alimentares, especialmente se a fonte
de carbono for de baixo custo como matérias-primas, subprodutos e excedentes (LI et
al., 2008).

Estruturalmente, muitos lipidios contém glicerol esterificado com uma, duas ou
trés moléculas de acidos graxos (AG). Por outro lado, os esterdis carecem de glicerol.
Os fosfolipidios derivam do glicerol-P e sdo constituintes principais das membranas
celulares. Também formam parte da parede celular e de muitos horménios sexuais

produzidos por fungos (siremina, acido trispérico e anteridiol) (ESPOSITO et al., 2004).

3.10 Carboidratos

Os carboidratos sdo, sem duvida, a principal fonte de carbono-energia que
utilizam os fungos. Assim, por um lado, como fonte de carbono, usam metabdlicos
precursores com fins biossintéticos e, por outro lado, também o utilizam como fonte de
energia. Quando sdo catabolizados em moléculas mais simples tais como o CO, e H,0,
ou o etanol (DIEZ et al., 1996; ESPOSITO et al., 2004).

O avanco cientifico permitiu conhecer de modo mais detalhado as propriedades
fisico-quimicas dos carboidratos, resultando na exploracdo dessas caracteristicas em
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diversos processos industriais, como nas areas alimentar e farmacéutica. Um dos
carboidratos com maior utilizagio médica é a heparina, composto de estrutura
complexa, com agdo anticoagulante e antitrombdtica (reduz a formagdo de coagulos
fixos — trombos — no interior dos vasos sangliineos), obtido de tecidos animais, onde
ocorre em baixa concentracdo. A necessidade de maior producdo de medicamentos
desse tipo, devido ao aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares, e os efeitos
colaterais associados a heparina vém aumentando, nos dltimos tempos, o interesse pela
busca de substitutos para esse composto (FONTES, 2008; POMIN e MOURAO, 2009).

A glicose, por exemplo, serve de matéria-prima para varias coisas e tem
aplicacdo farmacéutica, como é o caso, por exemplo, do soro glicosado. A glicose € uma
fonte barata, ao fazer outras moléculas, tem um valor agregado muito maior (POMION
e MOURAO, 2009).
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The industrial waste needs of treatment and adequate destination in consequence of the environmental
problems that represent a loss of raw materials and energy, requiring significant investments in the
treatments to control of the pollution. In this context, the aim this work was the use of the industrial waste
as culture medium and source of C, N, P, vitamins and micronutrients to growth and sporulation of
Cunninghamella echinulata. Studies were performed to evaluate the growth of C. echinulata in medium
constituted by concentration different of green banana flour and corn steep liquor this medium evaluate
with acid and alkaline pH with different concentrations of NaCl (2 and 4%). The interactions of the
concentrations of waste were determined by Central Composite Design (CCD) of 2% having as response
the variable radial growth. The results showed excellent growth of C. echinulata after 24 hours of cultive
in the third condition of the design factorial (1% corn steep liquor and 5% green

banana flour) with growth of 7,5 cm of diameter in medium containing acid pH (pH 5) and 2% of NaCl
confirming thus the biotechnological potential of C. echinulata.

Keyword: Cunninghamella echinulata, corn steep liquor, green banana flour, growth radial

1. Introduction

The representatives of the genus Cunninghamella exhibit rapid growth, coloration ranging from white
to gray, sporangiophore erect, branched, and at the extremity of each branch is formed vesicles pyriform
or globose. The mycelium when young does not display septum. The partition is associated with the age
of the culture [1]. The spores can be globular or oval with smooth walls or spiculate, usually unicellular.
The species can form zygospores globose, dark tuberculate that are formed between suspensor cells,
usually heterothallic. Chlamydospores may occasionally to be formed. The species of Cunninghamella
can be identified by their ability to respond to changes in the culture medium.

The constitution of the culture medium should present a balance of sources of C, N, P, vitamins and
micronutrients, because are considered key factors for growth and sporulation of micro-organisms.
Therefore, is necessary establish the minimal nutrient composition which enables development and
sporulation [2]. Studies report that the adaptations of the fungi to environmental stress conditions cause a
process of natural selection, these effects can be mediated by temperature, salinity, among others. The
stress conditions can modify the physiology of the germination, growth, sporulation and modify the cell
wall constituents [3]. Pacovan Banana (Musa spp.), one of the most consumed fruits in the world, has
important nutritional source, consisting of approximately 70% water, carbohydrates, proteins and low fat
(0.37 to 0.48 Kcal/100g), calories (90 to 120 kcal/100g) plus vitamins (A, B, C), minerals (Ca, K, Fe) and
may be used green, mature or processed in the form of flour and also mixed with wheat flour for use in
bakery, food to baby and dietary products [4, 5].

The corn steep liquor is one substrate obtained from the corn beneficiation industry for the production
of foods derived of the corn, which waste liquid is rich in amino acids, minerals and vitamins [6, 7]. In the
case of green banana flour as biochemical constitution has the following components: Fiber, Grey, Lipids,
Proteins, Carbohydrates and pH 5.6. Therefore, studies were conducted to evaluate the influence of the
concentration of corn steep liquor (nitrogen source) and green banana flour (carbon source and
micronutrients), according with the experimental design DCC in basal medium and evaluate by radial
growth of Cunninghamella echinulata as response variable.
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2. Materials and Methods

2.1 Micro-organism

The micro-organism used in this work was Cunninghamella echinulata, kindly provided by Center for
Research in Environmental Sciences - NPCIAMB - Catholic University of Pernambuco - UNICAP
maintained in BDA, 5°C.

2.2 Cultivation conditions

Cunninghamella echinulata was transferred to Petri dishes (9 cm diameter) containing medium Hesseltine
and Anderson and incubated at 28 °C for 24 hours. Then the discs were cut (8 mm diameter) and the
cultures used as inoculum.

2.3 Central Composite Design (CCD)

Discs was transferred to the center of the Petri dishes containing the base medium consisting of NH;NO3
(0.1 g), H,PO, (0.02 g) and MgSO, (0.02 g) in 100 ml of distilled water containing green banana flour
and corn steep liquor of according with concentrations established by Central Composite Design (DCC)
of 22(Table 1), with radial growth of C. echinulata as response variable in different growth conditions.

Table 1 Central Composite Design | — DCC 22 to evaluation of the radial growth of Cunninghamella
echinulata

FACTORS -141 -1 0 +1 +1.41
Corn steep liquor (%) 0.38 1.0 2.5 4.0 4.62
Banana flour (%) 1.38 2.0 3.5 5.0 5.6

*Fixed values:pH 5,6 and 7, associated with 2 and 4% of NaCl

2.4 Radial growth

The Cunninghamella echinulata was transferred to plates and incubated at 28 © C during 48 hours, with
daily monitoring to evaluate the diameter of the colony and sporulation. All experiments were performed
in triplicate.

3. Results and Discussion

Is relevant importance the knowing of the behavior of the fungi and situations of environmental
stress considering that many microorganisms in these situations expressing the production of secondary
metabolites important biotechnological value [6]. In this work, the results showed that according with the
factorial design the medium containing pH 5 and 2% NaCl in basic medium occurred in the assay 3 the
growth maximum of fungi with 7.5 cm diameter after 24 hours (Table 2) and after 48 hours of culture all
trials showed completed about the Petri dish. Moreira and Sérgio [8] evaluated the influence of the pH on
the growth of the basidiomycete fungi L. crinitus and Psilocybe castanella and as result said that the pH
of the medium influences the growth of L. crinitus and P. castanella with less growth at pH 5.9 and pH
2.7, respectively. After keep the pH 5 in all assays of the design factorial and modify same the
concentration of the NaCl to 4% was observed a delay in the growth of Cunninghamella echinulata. The
best significant result was obtained in the assay 3 with growth of 3.9 cm. According with Esposito and
Azevedo [9], the fungi are developed in environment where salinity is very higher than in seawater. Some
species of micro-organisms has increased their metabolic processes with increasing salinity [10].
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Table 2 Evaluation of the influence of the salinity and acid pH (5) on the radial growth of
Cunninghamella echinulata in medium containing corn steep liquor and green banana flour of according
with composite central design of 22

Corn steep Green . .
Assays liquor Banana Radial Growth (cm™) Radial Growth (cm™)
Flour (pH 5; 2 % NaCl) (pH 5; 4 % NaCl)
(%) (%)
1 1 2 6,5 3.6
2 4 2 6,0 2.2
3 1 5 7,5 3.9
4 4 5 6,2 2.6
5 4.62 3.5 5,5 2.0
6 0.38 35 7,0 3.2
7 2.5 5.6 7,2 3.6
8 2.5 1.38 51 3.4
9 2.5 3.5 7.3 3.7
10 2.5 3.5 7.3 3.6
11 2.5 3.5 7.3 3.6
12 2.5 3.5 7.3 3.7

The figure 1 showed the Pareto Diagram to the growth radial of C. echinulata according
composite central design (Table 2). The results showed that all independents variables, well as their
ssociations, were statistically significant with values above of the line broken vertical p. The only
exception was the association between corn steep liquor and green banana flour that were not significant
statistically. The most significant independent variables was the green banana flour, however, this
variable caused adverse effect on the radial growth. The variable that most influenced the radial growth
was the corn steep liquor in the linear function.

Figure 1 Pareto chart to evaluate of radial growth of C. echinulata in medium contend green banana flour
and corn steep liquor

Com Steep Liquor(Q) ¢
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The study of the influence of the pH alkaline (pH 7) associate with salinity also was
investigated (Table 3). In this context, using the same factorial design with the difference of the adjust of
the pH to 7 and use of 2% NaCl occurred in 24 hours the growth of the fungi resulting in 3.8 cm™
diameter in the assay 6 after 24 hours. On the other hand the composite central design with pH 7.0 and
4% NaCl showed also in assay 6 the better grown was of 3.3 cm of diameter after 24 hours of cultivation.
In this context, it was observed that not significant changes after increase the concentration of salt in
medium with pH 7. The tolerance of the salinity by fungi occurs dependently of the microorganism and
cultive conditions [11].

Table 3 Influence evaluation of the salinity associate the alkaline pH on the radial growth of
Cunninghamella echinulata in medium containing corn steep liquor and green banana flour of according
with Central Composite Design (CCD) of 22

Green
Assays Corn steep Banana Radial Growth (cm™) Radial Growth (cm™)
Liquor Flour (pH 7; 2% NaCl) (pH 7; 4 % NaCl)
(%) (%)
1 1 2 3.3 2.8
2 4 2 2.6 2.0
3 1 5 3.6 3.1
4 4 5 2.8 2.2
5 4.62 3.5 1.7 1.6
6 0.38 3.5 3.8 3.3
7 2.5 5.6 2.7 25
8 2.5 1.38 2.5 2.3
9 2.5 3.5 2.2 2.0
10 2.5 3.5 2.2 2.0
11 2.5 3.5 2.2 2.0
12 2.5 3.5 2.2 2.0

4. Conclusions

The fungi are sensitive to a variety of environmental conditions as temperature, salinity,
concentration of hydrogen and availability of nutrients. In this context, these work Cunninghamella
echinulata demonstrated its ability and biotechnological potential to metabolize green banana flour and
corn steep liquor as a source for its growth even after the acidification of the medium and low
concentration of sodium chloride used in this study conditions.
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Resumo

Cunninghamella echinulata isolada de solos da caatinga de Pernambuco, Brasil, foi
utilizada para producdo biotecnoldgica de quitosana, lipideos e carboidratos totais. A
producdo foi realizada por fermentacdo submersa. Frascos de Erlenmeyer contendo 300
mL do meio constituido por NH;NO;3 (0,1g), H,PO,4 (0,02g), MgSQ, (0,029) e 4% de
NaCl, pH 7 foram utilizados como meio base e acrescidos de farinha de banana verde e
milhocina de acordo com as concentraces estabelecidas das variaveis independentes
(farinha de banana verde e milhocina) que foram determinadas através do planejamento
Delineamento Composto Central (DCC) de 22. O cultivo foi acompanhado durante 96 h,
28°C e agitacdo de 150rpm e apds este periodo, o liquido metabdlico foi desprezado e a
biomassa seca e quantificada. A extracdo da quitosana foi realizada a partir da biomassa
utilizando o método da desproteinizacao por hidroxido de sédio 1M (p/v), enquanto que
a determinacdo dos lipideos totais foi realizada utilizando cloroférmio e metanol e os
carboidratos totais pelo método do fenol sulfurico. Para caracterizar a quitosana foram
identificados os grupos funcionais e a partir desta analise, foi calculado o valor do grau
de desacetilacdo. Os resultados demostraram que no meio constituido por 1% de
milhocina e 5% de farinha da banana verde ocorreu a maxima producdo de biomassa e
quitosana resultando em valores do rendimento de 1,1643 g/L e 154,2 mg/g,
respectivamente. O teor de lipideos totais na biomassa foi de 49,7% e os carboidratos
totais corresponderam a 27,7% pelo método do fenol-acido sulfdrico. O grau de

desacetilacdo da quitosana produzida foi de 62,3%.

Palavras-chave: Cunninghamella echinulata, quitosana, lipidios, carboidratos totais.
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Abstract

Cunninghamella echinulata isolated from soil of the caatinga, Pernambuco, Brazil, was
used to biotechnological production of chitosan, lipid and total carbohydrate. The
production was performed by submerged fermentation. Erlenmeyer flasks containing
medium constituted by NH4;NO3 (0.1g), H,PO, (0.02g), MgSO, (0.029) e 4% de NaCl,
pH 7 were used as basal medium, plus green banana flour and corn steep liquor
according with the concentration levels of independent variables (green banana flour
and corn steep liquor), determined by composite central design (CCD) of 22. The cultive
was accomplish during 96 hours, 28°C and agitation of 150rpm and after this time, the
metabolic liquid was discarded and dry biomass and quantified. The extraction of
chitosan was performed from biomass using the method of the deproteination sodium
hydroxide 1M (p/v), while the determination of total lipids was performed using
chloroform and methanol and total carbohydrates by phenol sulfuric method. To
characterize chitosan were determined the functional groups and from this analyses was
calculate the values of the degree of deacetylation. The results showed that in the
medium constituted by 1% corn steep liquor and 5% green banana flour occurred the
maximum production of biomass and chitosan resulting in values of yield of 1.1643 g/L
and 154.2 mg/g respectively. The content of the total lipids corresponded the 49.7% and
of carbohydrates the 27.7% by method phenol sulfuric. The degree of deacetylation of

the chitosan produced was 62.3 %.

Keywords: Cunninghamella echinulata, chitosan, lipids, total carbohydrates.

60



PEREIRA-GOMES, M. D. D. INFLUENCIA DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS...

1. Introducéao

As novas perspectivas industriais de producdo apontam para 0S processos
biotecnologicos com micro-organismos e a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substratos na formulacdo de meios alternativos em processos fermentativos para
producdo de metabodlitos secundarios visando diminuir o custo de producédo
(ACCORSINI et al., 2012; ANTUNES et al., 2013). Além disto, este mercado mostra-se
promissor por atrair o interesse pelo estudo do metabolismo lipidico e producao de
quitosana e carboidratos totais por micro-organismos (MENG et al., 2009;
CASTANHA, 2012).

O polimero linear quitosana é obtido a partir da desacetilacdo da quitina. Na
literatura € comum aceitar materiais obtidos a partir da quitina, com grau de
desacetilacdo superior a 75% e solUveis em acidos como o acético e o férmico. Sua
estrutura quimica € constituida de unidades repetitivas e 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose com 5 a 10% de unidades 2-acetamida-2-desoxi-D-glicopiranose
interligadas por ligacOes glicosidicas p(1—4) (SANTOS et al., 2003; BERGER et al.,
2011).

As fontes de onde tem se obtido quitina e quitosana exploradas a nivel comercial
tem sido a carapaca de camardo, moluscos, caranguejo e lagostas, contudo a aquisicao,
0 isolamento industrial deste polimero é limitado por alguns problemas como
sazonalidade, poluicdo ambiental causada por descarte de grandes quantidades de
residuos provenientes do processo industrial. Além do seu processo de desacetilacdo
(termoquimica) que utiliza solucdes alcalinas fortes em altas temperaturas que podem
poluir o ambiente (CARDOSO, 2007; STANFORD et al., 2008; BERGER et al., 2011).

O polimero quitosana apresenta excelente biocompatibilidade, baixa toxicidade ao
ser humano e animais, alta bioatividade, biodegrabilidade, reatividade do grupo amino
desacetilado, permeabilidade seletiva, acdo polieletrolitica, atividade antimicrobiana,
habilidade em formar gel e filme, habilidade de quelacdo e capacidade adsortiva
(SYNOWIECKI e AL-KHATEEB, 1997; DUTTA et al., 2004).

Os lipideos produzidos por micro-organismos apresentam composi¢do e valor
energético similar aos 0leos vegetais e animais, mas como produtores de lipideos os
micro-organismos ndo competem por recursos alimentares, especialmente se a fonte de
carbono for de baixo custo, como matérias-primas, subprodutos e excedentes, apresenta
grande rapidez de geracdo, e sua producdo ndo é sujeito a variacOes climaticas e
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sazonais ciclico, requer menor area de producdo e melhor controle da producdo e do
produto (BEOPOULOS et al, 2011; ROSSI et al., 2011).

O avanco cientifico permitiu conhecer de modo mais detalhado as propriedades
fisico-quimicas dos carboidratos, resultando na exploracdo dessas caracteristicas em
diversos processos industriais, como nas areas alimentar e farmacéutica (POMIN e
MOURAO, 2009)

O presente estudo utilizou um planejamento fatorial para avaliar a concentragéo
otimizada para a producdo de quitosana, carboidratos totais e lipideos por
Cunninghamalla echinulata cultivada em meio de baixo custo (farinha de banana verde

e milhocina) como fontes alternativas de carbono e nitrogénio.

2. Material e Métodos

2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a Cunninghamella echinulata UCP 1297 gentilmente
cedido pelo Ndcleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais — NPCIAMB — Universidade
Catdlica de Pernambuco — UNICAP, mantida no meio BDA a 5°C.

2.2 Condic0es de cultivo
Cunninghamella echinulata foi transferida para placas de Petri (9 cm de diametro),
contendo o meio Hesseltine & Anderson (1957), incubadas a 28°C por 24 horas. Em

seguida, 120 discos (8 mm de didmetro) foram utilizados como inéculo.

2.3 Substratos
Os substratos utilizados foram a farinha de banana verde produzida pela industria
natural e organica e a milhocina gentilmente cedida pela industria de produtos de milho

localizada no Cabo de Santo Agostinho-PE, Brasil.

2.4 Producéo de biomassa

Discos contendo esporangiolos de Cunninghamella echinulata foram transferidos para
frascos de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo 300 mL de meio constituido
de NH4NO3 (0,19), H2PO,4 (0,02g), MgSO, (0,02g) e 4% de NaCl para 100mL de agua
destilada e o pH ajustado para 7. Os frascos foram incubadas a 28°C durante 96 horas. A
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farinha de banana verde e a milhocina foram adicionados a este meio de acordo com as

concentragdes estabelecidas pelo planejamento fatorial (DCC).

2.5 Planejamento fatorial

A validacdo da producdo da biomassa por Cunninghamella echinulata foi avaliada
estatisticamente pela influéncia das fontes de carbono e de nitrogénio conforme
condicBes estabelecidas pelo planejamento, através do Diagrama de Pareto, para
analisar os efeitos principais e as interaces das variaveis independentes concentracdo
de farinha de banana verde e milhocina sobre a variavel resposta producao de biomassa.
Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a andlises no Programa
STATISTIC versdo 7.0 da StatSoft Inc., USA e a matriz do planejamento esta descrito

na tabela 1.

Tabela 1- Matriz do planejamento DCC para a producdo de biomassa por
Cunninghamella echinulata

FATORES -1 0 +1
Milhocina (%0) 1,0 2,5 4,0
Farinha de banana verde (%6) 2,0 3,5 5,0

*Valores fixos: pH 7, associado a 4% de NaCl

2.6 Determinacédo do rendimento da biomassa
A biomassa foi filtrada e lavada duas vezes com agua destilada, submetida ao
processo de liofilizacdo e mantida em dessecador a vacuo, sendo posteriormente

macerada e pesada para determinacédo do rendimento por gravimetria.
2.7 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada no liquido metabdlico livre de células

utilizado o potenciémetro Orion (modelo 310).
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2.8 Determinacao de Carboidratos Totais da biomassa

A andlise dos carboidratos totais presente na biomassa foi realizada de acordo com a
metodologia de Dubois et al., (1956). Os teores de acUcares totais foram determinados
apos espectrofotometria a um comprimento de onda de 490 nm utilizando-se uma curva

padrdo de glicose de intervalo de 10 a 90mg.

2.9 Extracdo de Lipidios Totais da biomassa

Os lipideos foram extraidos de acordo com o método descrito por Manocha et al.,
(1980). Amostras contendo 1,0 g da biomassa liofilizada foram submetidas a extracfes
sucessivas de lipideos por trés vezes com cloroférmio: metanol (2:1; 1:1; 1:2 v/v). O
material foi agitado por 5 minutos e posteriormente homogeneizado por 24 horas, apds
cada troca de solvente. Os extratos foram reunidos e evaporados no rotoevaporador. Em
seguida 2 mL de hexano foi utilizado para recuperar os lipideos, que depois foram
evaporados sob atmosfera de nitrogénio e mantidas no dessecador até peso constante. A
quantidade de lipideos foi determinada por método gravimétrico utilizando a seguinte
formula: (%) de lipideos totais = peso seco dos lipideos em gramas(g)/ peso da amostra
(9) x 100.

2.10 Extracgdo da quitosana

A quitosana foi extraida da biomassa da Cunninghamella echinulata de acordo
com a metodologia de Jin Hu (1999) através da desproteinizacdo da biomassa liofilizada
com NAOH a 1M na proporcdo 1:40 (p/v), seguida da autoclavagem a 121°C por
15minutos e centrifugacdo de 4000rpm durante 15minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi submetido a hidrolise acida usando acido acético 2%
(v/v), autoclavado (100°C, 10 minutos) e centrifugado (4000rpm, 15 minutos). O
precipitado correspondeu a quitina que foi lavada com &gua destilada gelada até pH
proximo a neutralidade, e com o sobrenadante foi realizada a corre¢do do pH para 12
ocorrendo a precipitacdo da quitosana. Em seguida, esse biopolimero foi submetido a
lavagens sucessivas com agua destilada até pH proximo a neutralidade e seco a

temperatura ambiente.
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2.11 Caracterizacéo da Quitosana

2.11.1 Espectroscopia ao raio infravermelho — IR:

Foram utilizados dois miligramas (2mg) de quitosana previamente seca a 60°C sob
pressdo reduzida. Em seguida foram completamente homogeneizadas com 100mg de
brometo de potassio (KBr). Os discos de brometo de potassio preparados foram secos
durante 24 h a 110°C, sob pressdo. Os espectros ao raio infravermelho foi realizado
utilizando-se espectrotémetro com transformada de Fourier (FTIR), Bruker Mod. IFS.
Discos de brometo de potassio foram utilizados como referéncia. A intensidade das
faixas de absor¢do méxima foi determinada pelo método de linha base.

2.11.2 Determinagéo do Grau de desacetilagéo - GD%

O grau de desacetilagdo (GD%) quitosana de C. equinulata foram determinadas
através da espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho de acordo com Baxter
et al., (1992) utilizando a razao das absorbancias A1655/A3450 e a equacao 1:

Equacéo 1 - Equacdo de desacetilacéo

A

1655

—— A,
GD =100—-| —2=.100
1.33

3. Resultados e Discusséo
3.1 Producéo de biomassa e quitosana por Cunninghamella echinulata

Os resultados obtidos no planejamento fatorial DCC (Tabela 2) para producéo de
biomassa e quitosana indicaram que a maior producdo de biomassa (11,643g/L) foi
obtida no ensaio 3 (1% milhocina e 5% farinha de banana verde). Os resultados obtidos
neste estudo para producao da biomassa foram similares aos obtidos por Andrade et al.,
(2000), por obterem rendimento de biomassa de 11,0g/L utilizando fungo filamentoso.
Por outro lado, rendimentos superiores aos obtidos neste trabalho foi alcangado por
Cardoso et al., (2007) ao obterem 16,8 g/L de biomassa de Rhizopus arrhizus em meio
contendo milhocina. Para producdo de quitosana, o maior rendimento foi de 154,0 mg/g
obtido também na condicdo 3 do planejamento. De acordo com Chatherjje et al., (2005)

a composicdo do meio de cultura influencia na producgédo de quitosana.
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Tabela 2- Resultados do planejamento DCC de 2* para producdo de biomassa e
quitosana por Cunninghamella echinulata

FARINHA
MILHOCINA DE BIOMASSA | QUITOSANA
ENSAIOS (%) BANANA (g/L) (mg/g)
VERDE
(%)
1 ! 2 3,633 49,2
2 4 2 5,283 53,4
3 ! ° 11,643 154,0
4 4 S 10,999 1295
5 25 35 10,246 102,5
6 25 35 10,080 1242
7 25 35 10,122 110,2
8 25 35 9,452 104,4

3.2 Influéncia da milhocina e farinha de banana na producéo de biomassa

A analise do Diagrama de Pareto (Figura 1) demonstra que a concentracdo da
variavel independente farinha de banana verde, assim como a interacdo entre a
milhocina e a farinha de banana verde provocaram efeito positivo, favorecendo o
aumento da producdo de biomassa. Porém, a concentracdo da varidvel independente
milhocina exerceu efeito negativo, indicando que seu aumento no meio de producdo nao
favorece a producdo de biomassa. Por outro lado, Cardoso (2012) cultivou o fungo
Rhizopus arrhizus em milhocina 8% como meio de cultura e observou um aumento na
producdo de biomassa, demonstrando que a milhocina pode ser utilizada como um

substrato essencial para influenciar no aumento da produgéo de biomassa.
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Figura 1. Diagrama de Pareto para andlise da influéncia das variaveis independentes
milhocina e farinha de banana verde sobre a producédo de biomassa por Cunninghamella
echinulata

DV: Crescimento Radial

1
[}
p=,05

(1)Milhacina -24 3245

1by2 7,353911

(2)Farinha de Banana 7,353911

3.3 Influéncia da farinha de banana e milhocina na producéo de quitosana

A andlise do Diagrama de Pareto (Figura 2) demonstra que a variavel
independente que mais influenciou no aumento da producdo de quitosana foi a farinha
de banana verde. Para esta variavel, o diagrama demonstra que a concentracdo de
farinha de banana exerceu efeito estatisticamente positivo para producdo de quitosana
por Cunninghamella echinulata. Por outro lado, a milhocina e a associacédo entre farinha
de banana verde e milhocina, nas concentragdes utilizadas neste trabalho, ndo foram
significativas do ponto de vista estatistico para producdo de quitosana pela C.
echinulata. Entretanto, em estudos realizados por Silva (2010), o aumento da
concentracdo da variavel independente milhocina ndo apresentou efeitos
estatisticamente significativos sobre o rendimento da quitosana utilizando um fungo

Mucorales.
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Figura 2. Diagrama de Pareto para andlise da influéncia das variaveis independentes
milhocina e farinha de banana verde sobre a producéo de quitosana por Cunninghamella
echinulata

DV: Quitosana

3.4 Producéo de lipideos por Cunninghamella echinulata
Segundo Ratledge (1996), as principais classes de micro-organismos utilizados

para a producdo de lipidios, considerado os micro-organismos oleaginosos, sdo as
leveduras e os fungos porque estes podem produzir até 40% de sua biomassa em
lipidios. Porém, bactérias e algas também sdo potencialmente produtivas. Para que um
micro-organismo seja candidato favoravel aos interesses comerciais, deve apresentar de
20-25% de lipidios em sua biomassa. Neste trabalho, o teor de lipidios da biomassa
produzida por Cunninghamella echinulata em meio contendo os substratos industriais
ao longo de 72 horas foi de 49,7%. Desta forma, nossos resultados indicam que
Cunninghamella echinulata é um fungo oleaginoso. Aradjo (1997), comparou a
producdo lipidica de quatro linhagens de leveduras em melaco e em meios definidos
como glicose e sacarose. O autor observou que 0s micro-organismos em melago
apresentaram teores lipidicos que variaram entre 20 e 40% e foram superiores aos
obtidos nos meios de glicose e sacarose. J& em outras matrizes fermentadas, em estado
solido, por Aspergillus oryzae foi observado aumento no teor de lipidios da biomassa
que atingiu 6 vezes a mais o valor do teor de lipidio inicial apds 240 horas (ABU et al.,

2000). Para tanto, 0 meio contendo farinha de banana verde e milhocina, assim como o
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intervalo de fermentacdo adotado neste trabalho foram suficientes para aumentar o teor
lipidico da biomassa de C. echinulata.

Através do método utilizado neste trabalho, pode-se observar que a biomassa da
C. echinulata pode ser utilizada para producdo de lipidios, pois apresenta quantidades

significativas do produto, demonstrando ser um bom produtor.

3.5 Producéo de Carboidratos por Cunninghamella echinulata

O teor de carboidratos presente na biomassa de Cunninghamella echinulata
cultivada na condicdo 3 do planejamento (milhocina 1% e farinha de banana verde 5%)
foi investigado.

A partir dos métodos para a determinacdo do teor de carboidratos totais (fenol-
acido sulfarico) pode-se observar que o percentual dos carboidratos presente na amostra

extraida pelo método do fenol sulfarico foi de 27,7% .

3.6 Caracterizagédo da Quitosana de Cunninghamella echinulata

A espectroscopia de Infravermelho é uma andlise valiosa por fornecer
informacBes estruturais dos polimeros, bem como suas modificacbes. A regido do
espectro eletromagnético, correspondente ao infravermelho (4000 a 667 cm™) é a regido
onde esta localizada a maior parte da energia das vibragdes moleculares
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010). Neste trabalho, foram realizadas
analise de espectroscopia na regido infravermelho das amostras de quitosana produzida
por Cunninghamella echinulata na condicdo 3 do planejamento fatorial de 2° para a
determinacéo do grau de desacetilacao.

Os resultados demonstram que a quitosana produzida por C. echinulata em meio
contendo milhocina e farinha de banana verde possui em sua estrutura 0s seguintes
grupos funcionais: 3359 cm™ correspondente a OH — NH,, 2916 cm™ a C — H
(simétrico), 1623cm™ correspondente a C — H (assimétrico), 1582 cm™ correspondente a
amida I, 1541 cm™ correspondente a ligacdo N — H, 1375 cm™ correspondente a ligagdo
C — N (priméria), banda 1560cm™ referente ao grupamento amida II, deformacéo do
grupamento N-H no plano CONH, 1338 cm™ referente a ligacio C-N com
deslocamento de CH,, a 1210 cm™ correspondente a ligacdo C — N (secundéria) e
1065cm™ correspondente a NH, (PRADO et al., 2004; KASAAL, 2008).
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O grau de desacetilacdo (% DD) € um parametro importante associada as
propriedades fisico-quimicas da quitosana. Aplicando-se os valores de absorbancia
referentes as bandas 3359 cm™ e 1556 cm™ (Figura 3) na equaco, obteve-se o valor de
grau de desacetilacdo da quitosana de Cunninghamella echinulata resultando em 62,3%.
Com este grau de desacetilacdo, comprova-se que a amostra corresponde a quitosana

devido a grande porcentagem de unidades desacetiladas na estrutura da amostra.

Figura 3. Espectro na regido do infravermelho da quitosana de Cunninghamella
echinulata produzida na condigéo selecionada do planejamento fatorial DCC.
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Segundo Costa e Mansur (2008), a quitosana pode exibir bandas nas regifes dos
comprimentos de onda mostrados na Tabela 3. Alem disso, Beppu et al., (1999)
identificaram as bandas de 1077 cm™ e 1036 cm™ como correspondendo & vibrac&o do
grupo amina.

A caracterizacdo da quitosana obtida neste trabalho pela biomassa de
Cunninghamella echinulata através da analise do espectro de infravermelho (Figura 6) é
similar aos reportados na literatura (FRANCO, 2005; CARVALHO, 2006; AMORIN et
al, 2006).
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Tabela 3- Relagdo de grupos quimicos e suas respectivas bandas ativas na regido do

infravermelho para a quitosana.

Bandas (cm™)
3570 — 3200 3450
2955 2845 2922

2878
1900 — 1500 1658
1650 — 1550 1658 — 1630
1570 - 1515 1560
1465 1423
1340 — 1250 1379
1321
1260
1154 e 896
1160 1154
1300 — 1000
897
1640 — 1690

Grupo quimico
vOH ligado vNH;
vC-H (assimétrico)

vC-H (simétrico)

Amida I vC=0

dN-H (1)
SN-H (11)

O0OH e CH2 (tesoura)
dC-N (terciaria)
vC-N (primério)

vC-N (secundario)

vCOC (glicose -p-1-4)

Hidrogénio ligado
vC-0 (ciclico)
vC-O (ciclico)
vC=NO (fraca) (Base Schiff)

*Fonte: Adaptada de Costa e Mansur (2008).

4. Conclusodes

Cunninghamella echinulata apresentou habilidade em metabolizar os nutrientes
dos substratos alternativos (farinha de banana verde e milhocina) e produzir
biotecnologicamente quitosana, lipidios e carboidratos totais. A interagdo entre 0s
substratos alternativos (farinha de banana verde e milhocina), também estabelece
condigdes promissoras para a producdo industrial em larga escala destes bioprodutos,
considerando a facil manipulacdo, alta capacidade metabdlica, facil cultivo e o curto
espaco de tempo de sintese do meio, promovendo uma reducgdo significativa nos custos

de producéo.
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CONCLUSOES GERAIS

e Cunninghamella echinulata demonstrou ser um micro-organismo capaz de
assimilar e metabolizar os substratos alternativos (farinha de banana verde e
milhocina) como fontes de carbono e nitrogénio, promovendo a produgéo

biotecnoldgica de metabolitos secundarios de elevado valor industrial;

e O cultivo submerso de C. echinulata em diferentes concentracfes de farinha de
banana, como fonte nutricional alternativa e de baixo custo, demonstra excelente

producédo de biomassa;

e C. echinulata apresentou crescimento e producdo de quitina e quitosana
satisfatorios, com rendimentos destes biopolimeros semelhantes ou superiores

aos encontrados na literatura;

e O biopolimero quitosana produzido demonstra ser equivalente a de crustaceos,
considerando suas caracteristicas fisico-quimicas obtidas pelo espectro de

absorcéo ao raio infravermelho;

e A C. echinulata demonstrou ser um excelente produtor de lipidios, sendo
considerado um fungo oleaginoso pelo comprovado alto teor de lipidios em sua

Ccomposicao;

e Os carboidratos totais produzidos pela C. echinulata apresentaram valores

significativos e indicam sua utilizagdo na indudstria farmacéutica;
e Os resultados obtidos sugerem Cunninghamella echinulata como fonte de

producdo de biopolimero e confirma o potencial nutritivo da farinha de banana

verde.
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