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RESUMO

Os lipidios sdo substancias biologicas importantes, quimicamente constituidas moléculas polares e
ndo polares, que podem ligar-se covalentemente a carboidratos e ou proteinas para formar
glicolipidios e lipoproteinas, respectivamente. Em micro-organismos considerados acumuladores de
lipideos, constituem uma alternativa promissora na producdo de insumos com alto valor agregado
para as areas médicas e farmacéutica, na inddstria quimica, de tintas, de combustiveis, e como
substratos para a producgéo de biossurfactantes. Neste sentido, estudos foram realizados com estirpes
de Rhizopus isoladas de solos da caatinga de Pernambuco, Brasil, para a identificacdo morfoldgica,
molecular, com a habilidade de crescimento em diferentes condicbes de pH, temperatura e
salinidade, assimilacdo e fermentacdo das fontes de carbono e nitrogénio, detec¢do enzimatica
(amilase, protease, lipase, polifenoloxidase e tanase) pelo halo de producéo e avaliagdo da producéo
de biomassa, lipidios e biossurfactante. A identificacdo foi através da visualizacdo de esporangios,
com amadurecimento, hifas ndo septadas, estoldes e esporangiésporos com a presenca dos rizdides.
No teste de assimilacdo, observou-se a habilidade do Rhizopus microsporus var. chinensis, Rhizopus
stolonifer e o Rhizopus microsporus var. microsporus em degradar e fermemntar varias fontes de
carbono e nitrogénio apresentando baixa degradacdo e producdo de gas. As amostras de Rhizopus
apresentaram maior crescimento no meio com pH 4,7 e 9, com didmetro maxima de 82mm e na
presenca de 2,5% do NaCl observou-se o crescimento maximo de 52mm, a temperatura de 28°C. As
amostras Rhizopus microsporus var. chinensis, R. stolonifer e R. microsporus var. microsporus para
a deteccdo de lipase foi observada apenas para R. stolonifer com indice enzimético de 1,4mm e
1,13mm, tendo como substratos os indutores Tween 20 e 80, respectivamente. A maior producao de
biomassa, lipidios totais e biossurfactante foi apresentado por R. microsporus com a formulacéo do
meio para 20% de milhocina, 3% de farelo de trigo e 5% de manipueira, apresentando 5,5¢/L de
biomassa, 69% de acumulacdo de lipidios. A composicdo quimica dos acidos graxos indicou a
presenca dos acidos palmitico (23,6%), estearico (5,5%), oléico (27,2%), linoléico (37,6%) e gama-
linolénico ( 6,2%). A producéo do biossurfactante foi evidenciada pela reducdo da tenséo superficial
da agua de 72 para 28,50 mN/mL, indice de emulsificdo (E.4) de 90%, utilizando 6leo de motor
queimado, composi¢do quimica por 59% de lipideos, 20,90% de carboidratos e 16% de proteinas,
tensdo de superficie do biotensoativo produzido foram estaveis as temperaturas que variam de 0-100
(° C), pH (2-12) e os valores de concentracdo de NaCl (2-12% w / v) e o rendimento foi estimado em
3,649 / L. Os resultados obtidos indicaram que R. microsporus, € um micro-organismos promissor,
considerando o potencial lipolitico, como fungo oleaginoso e produtor de molécula tensoativa,
empregando meio de composicdo quimica alternativa, de baixo custo devido ao uso de substratos
agroindustriais, além ampla aplicabilidade biotecnoldgica dos bioprodutos.

Palavras-Chave: Rhizopus microsporus. Atividade lipolitica. Lipidios. Tensoativo. substratos
agroindustriais.



ABSTRACT

Lipids are important biological substances, chemically constituted polar and non-polar molecules,
which can covalently bind to carbohydrates and or proteins to form glycolipids and lipoproteins,
respectively. In microorganisms considered as lipid accumulators, they are a promising alternative in
the production of high value-added inputs for the medical and pharmaceutical areas, the chemical
industry, paints, fuels, and as substrates for the production of biosurfactants. In this sense, studies
were carried out with Rhizopus strains isolated from soils of the caatinga of Pernambuco, Brazil, for
morphological and molecular identification, with the ability to grow in different pH, temperature and
salinity conditions, assimilation and fermentation of carbon sources and nitrogen, enzymatic
detection (amylase, protease, lipase, polyphenoloxidase and tannase) by the production halo and
evaluation of the production of biomass, lipids and biosurfactant. The identification was through the
visualization of sporangia, with maturation, non-septate hyphae, stolons and sporangiospores with
the presence of rhizomes. In the assimilation test, the ability of Rhizopus microsporus var. chinensis,
Rhizopus stolonifer and Rhizopus microsporus var. microsporus to degrade and fermemntar several
carbon and nitrogen sources presenting low degradation and gas production. Rhizopus samples
presented higher growth in the medium with pH 4.7 and 9, with a maximum diameter of 82mm and
in the presence of 2.5% of NaCl, the maximum growth of 52mm was observed, at 28°C. The samples
Rhizopus microsporus var. chinensis, R. stolonifer and R. microsporus var. microsporus for the
detection of lipase was observed only for R. stolonifer with enzymatic index of 1.4mm and 1.13mm,
having as substrates the Tween 20 and 80 inducers, respectively. The highest production of biomass,
total lipids and biosurfactant was presented by R. microsporus with the formulation of the medium
for 20% of corncine, 3% of wheat bran and 5% of mango tree, presenting 5.5g / L of biomass, 69%
accumulation of lipids. The chemical composition of fatty acids indicated palmitic (23.6%), stearic
(5.5%), oleic (27.2%), linoleic (37.6%) and gamma-linolenic acids %). The production of
biosurfactant was evidenced by the reduction of the water surface tension from 72 to 28.50 mN / mL,
emulsification index (E24) of 90%, using engine oil burned, chemical composition by 59% of lipids,
20,90 % of carbohydrates and 16% of proteins, surface tension of the biotensoativo produced were
stable at temperatures ranging from 0-100 (° C), pH (2-12), and NaCl concentration values (2-12% w
/ The results indicated that R. microsporus is a promising microorganism, considering the lipolytic
potential, as oleaginous fungus and tensoactive molecule producer, using an alternative chemical
composition medium , low cost due to the use of agroindustrial substrates, and broad
biotechnological applicability of bioproducts.

Keywords: Rhizopus microspores. Lipase activity. Lipids. Surfactant. Agro-industrial substrates.
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POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE AMOSTRAS DE Rhizopus NA PRODUGAO DE LIPIDIOS

1 INTRODUCAO

O estudo de micro-organismos para a producdo de lipidios € uma alternativa para a substituicdo
de fontes convencionais de 6leos e gorduras. Uma vez que estes lipidios apresentam composi¢do
semelhante aos Oleos vegetais, poderiam ser empregados para fins alimentares, combustiveis
alternativos, bem como na produgdo de compostos especificos de uso limitado, como produtos
farmacéuticos e cosméticos (HYDE et al., 2010).

Os biossurfactantes sao moleculas produzidas por micro-organismos, possuem estrutura
molecular anfifilica e apresentam potencial em aplicacoes comerciais de petroleo, produtos
farmaceuticos, industria de alimentos e cosmeticos (JUKYOUNG et.al., 2009; KHOPADE et al.,
2012; JARA et al., 2013; SHARMA e SAHARAN, 2014).

Os fungos sdo organismos muito versateis no que diz respeito as condi¢des ambientais, entre 0s
produtores de lipidios e surfactante, destacam-se 0s Zygomycetes, considerando o rapido
crescimento e a habilidade de utilizar diferentes substratos, demonstrando alto potencial
biotecnologico na producdo de moléculas de alto valor agregado. Contudo, suas atividades
metabolicas podem ser alteradas em resposta a variacdes das condicdes fisicas e quimicas do meio
ambiente (ALEXOPOULOS et al., 1996). Na sintese de lipidios por fungos atuam fatores
ambientais, como fontes de carbono e nitrogénio, temperatura e pH. Estes fatores quando controlados

podem acarretar maior acréscimo desses compostos na biomassa fangica.

Oliveira et al., (2005) ressaltam que a utilizacdo de substratos agroindustriais de baixo custo
torna-se muito interessante, pois além da facilidade de aquisicdo apresenta um custo relativamente

baixo.

A milhocina é um subproduto da producdo de amido de milho. Industrialmente, o milho seco
¢ macerado em uma solucdo de &cido sulfurico a quente; a fracdo solivel sofre uma suave
fermentacdo lactica natural que ocorre devido a presenca de bactérias na solucdo, e é, entdo,
submetida a uma operacdo de evaporacdo, na qual a milhocina é concentrada. A milhocina é usada
principalmente como suplemento alimenticio para ruminantes, fonte de nutrientes para aves, na
confeccdo de iscas atrativas para as moscas das frutas e fonte de nutrientes para o processo de
fermentacdo industrial (DOMINGOS, 2009).
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Como o consumo do trigo ndo se d& de forma direta, os grdos precisam ser processados
através da moagem e refinamento para obtencdo da farinha de trigo. E do interior dos grdos que é
extraido a farinha. Neste processo, o0 residuo gerado € a casca do grdo, também conhecido como
farelo de trigo. A farinha é comercializada para fins industriais e alimenticios enquanto o farelo é
comercializado, sendo incorporado em ragdes animais, tendo em vista ser um material rico em fibras
e proteinas (SILVA, 2006).

A manipueira é oriundo do processo da producao de farinha, de mandioca prensada, sendo
esse efluente descartado sem nenhum tratamento, causando a poluicdo dos cursos de agua (rios e
riachos) com grandes prejuizos a natureza. A toxidade desse efluente esta relacionada a dois
componentes com forte potencial poluidor, destacando-se a matéria organica biodegradavel e o acido
cianidrico (MESEL e PIMENTEL, 2007).

Neste sentido, pretende-se realizar a avaliagao biotecnologica de amostras de Rhizopus spp
utilizando rejeitos agroindustriais (milhocina, manipueira e farelo de trigo) na producdo de lipidios e

biossurfactante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial biotecnolégico de amostras de Rhizopus spp isolados do solo da caatinga de
Pernambuco, Brasil na produgdo de lipidios e biossurfactante utilizando diferentes residuos
agroindustriais como substrato (milhocina, manipueira e farelo de trigo), através de um planejamento

experimental completo 2°,

2.2 Especificos
e Isolar, identificar e caracterizar morfologicamente linhagem de Rhizopus spp.;
e Realizar a cinética de crescimento Rhizopus spp nos substratos agroindustriais;

e Realizar a produgdo de biomassa por Rhizopus spp nos meios contendo diferentes
concentracdes dos substratos agroindustriais utilizando um planejamento experimental
completo 2°;

e Investigar a influéncia da concentracdo dos meios formulados em residuos agroindustriais

na producéo de lipidios pelo fungo;

e Isolar e caracterizar lipidios totais e acidos graxos utilizando um planejamento fatorial

completo 2°;

e Investigar a producdo do biossurfactante utilizando residuos agroindustiais em um

planejamento fatorial 2°;
e Caracterizar fisico quimicamente o biossurfactante;

e Avaliar os resultados obtidos através de analise estatistica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Lipidios

O termo lipidio, tradicionalmente, tem sido usado para descrever uma variedade de
compostos naturais, incluindo os é&cidos graxos e seus derivados, esterdides, terpenos,
carotendides e acidos biliares, que tém em comum a solubilidade em solventes orgéanicos,
tais como: hexano, benzeno, cloroférmio ou metanol (SILVA, 2011; DIGBY WREDE et al.,
2014).

Lipidios (6leos e gorduras) constituem os principais componentes insollveis em agua presentes
em alimentos, sendo encontrados quase sempre na forma de triglicerois (ARAUJO, 2008).
Compostos por &cidos graxos, os triglicerois desempenham importante papel na qualidade sensorial
dos alimentos e em seu valor nutritivo por serem fontes de energia, de acidos graxos essenciais
(principalmente o &cido linoleico) e de vitaminas lipossoluveis (MASUCHI et al., 2008).

Séo classificados como simples, quando s&o constituidos por acidos graxos e alcoois; como
compostos, quando sdo constituidos por outros grupos na molécula, além de acidos graxos e
alcoois. Os lipidios sdo derivados de substancias obtidas por hidrdlise de lipidios simples e
compostos (RUAN et al., 2014). Os acidos graxos podem estar ligados ao glicerol, bases de
cadeias longas esfingolipidios, acidos fosforicos (fosfolipidios), agclcares ou outros componentes,

considerados mais complexos (AZAD et al., 2014).

Estes compostos possuem fungbes imprescindiveis para o bom funcionamento do organismo
tais como cofatores enzimaticos, transportadores de elétrons, ancoras hidrofébicas, agentes
emulsificantes, hormoénios e mensageiros intracelulares. Na dieta humana, os lipidios séo
responsaveis por liberarem a maior parte da energia necessdria para a manutencdo das vias
metabolicas (cerca de 9 kcal/g), fornecendo duas vezes mais energia que outras fontes como
carboidratos e proteinas. Outras func@es atribuidas aos lipidios sdo: vitaminas lipossoliveis A, D, E
e K; mediadores celulares como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanas; isolamento térmico de
animais e o de conferir sabores a diversos alimentos (OYAMA et al., 2001; VALSTA et al., 2005).

Os lipidios constituem o material de reserva em animais, plantas e micro-organismos,
sendo que, no caso dos eucariontes, os triglicerideos sdo o0s principais responsaveis por este
papel. Sdo também constituintes da membrana celular, como os fosfolipidios, participando dos
processos fotossintéticos e também, de outros processos geradores de energia (SILVA, 2011;
KARATAY E DONMEZ, 2011; ZHENHUA RUAN et al., 2014).
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3.2 Mercado global dos lipidios

Os principais 6leos comercializados sdo 0s vegetais entre eles o 6leo de soja que
apresenta o mais rapido crescimento no mercado (producdo é cerca de 187.106t); 6leo de palma
com 147.106t com expansdo de producdo continua na Malasia e Indonésia chegando a um total
de 20,84 milhoes de toneladas. O dleo de colza (97.106t) também estd se expandindo,
principalmente devido o aumento do cultivo na Europa e Canada. A variedade sob o cultivo é a
baixa (ou zero) de acido erlcico (20:1) 6leo que é permitido para o fabricacao de alimentos
(BASIRON e IBRAHIM, 1994; LEONARD, 1994).

A producdo total de 6leos vegetais e animais € aumentada em cerca de 3% ao ano; a
producdo em 1992/93 foi de cerca de 857.106t e € esperado para chegar a 1057,106t até o ano
2000 (MIELKE, 1992). Os Precos destes 6leos permanece altamente competitivo como a maioria
dos produtos que utilizem 6leos pode alternar entre os varios tipos de acordo com o preco do dia.
A média de precos para 0s principais 6leos é cerca de US$ 500-550 por t embora o 6leo de
amendoim, por exemplo, é sempre significativamente maior do que a média em US$ 800-850 por
t. O 6leo de azeite € um dos Gleos vegetais mais caro chegando o seu a US $ 1.500-2.000 por t,

seu preco depende da sua qualidade.

Os oleos de animais (sebo e banha) tém diminuiu de forma constante do consumo durante
a ultima deécada e sdo susceptiveis de cair ainda mais cerca de 20% do total do mercado
(SHUKLA, 1994). Seus precos sao, portanto, geralmente igual ou inferior ao nivel do indice
médio. As tendéncias no fornecimento de petréleo mundial e gorduras estdo sob vigilancia

constante e sdo frequentemente revisto em varias publicacgdes.
3.2.1 Mercado dos lipidios no Brasil

A producdo brasileira anual de dleos vegetais € de aproximadamente 3,5 milhdes de
toneladas, enquanto o consumo doméstico é ao redor de 2,5 milhdes de toneladas ao ano. O dleo
de soja responde por cerca de 95% do consumo total, sendo também produzidos os 6leos de
algoddo, amendoim, palmiste, ricino, girassol, milho, canola, palma e gordura de babacu
(HAUMANN et al., 1995). O 6leo de soja € responsavel por 98% da producdo brasileira de 6leos
vegetais, o que equivale a 4,05 milhdes de toneladas métricas. O Brasil é o segundo produtor
mundial de 6leo de soja (3.833 milhGes de toneladas métricas por ano) e o décimo terceiro pais

produtor de 6leo de palma (95 mil toneladas métricas por ano).
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Os 6leos de algodao, milho e palma provém mais do que 90.00 toneladas métricas cada,
sendo seguidos pelos éleos de amendoim, palmiste e girassol. Apesar de ter a maior &rea mundial
com condi¢bes adequadas, ou seja, area equatorial virgem, o Brasil produziu apenas 85.000
toneladas de dleo de palma em 1997. Espera-se que a producdo brasileira deste Oleo seja
aumentada durante os proximos 20 anos para cerca de 500.00 toneladas métricas anuais, com a
maior parte sendo utilizada para o uso alimenticio (D’ AGOSTINI, 2001).

A Malasia é o maior produtor e exportador mundial de 6leo de palma principalmente,
apresentando 54% da producdo mundial (10,55 milhoes de toneladas métricas por ano). O maior
pais produtor da América Latina é a Colombia ( 440 mil toneladas métricas por ano), figurando
como o quarto maior pais produtor de éleo de palma a nivel mundial (BRUNCKHOST, 2000).

3.3 Micro-organismos oleaginosos

Os micro-organismos tém recebido cada vez mais atencdo por causa da sua alta
produtividade de lipidios podendo acumular mais do que 20-25% da sua biomassa celular sendo
assim considerado como micro-organismo oleaginoso (FIDLER et al., 1999; SUBRAMANIAM et
al., 2010; Yang et al., 2014).

Certas estirpes e espécies de levedura e fungos filamentosos sdo conhecidos por produzir
quantidades elevadas de 0leos e gorduras. Lipidios de fungos e os seus acidos graxos tém sido
bem reconhecido desde o final do seculo XIX (DE BK e KUMAR T, 2005; BIJAY KRISHNA DE
e SHIKHA VERMA, 2011). Estudos foram feitos para determinar o potencial de aplicacdo de
fungos para a producdo de lipidios. A producdo de lipidos e acidos graxos a partir de fontes
microbianas tem sido investigada e relatado por varios pesquisadores (BAJPAI et al. 1991;
SHIMIZU et al., 1988; SAXENA et al., 1998; CHAUDHURI et a., 1997; DE e KUMAR, 2005).
Bajpai et al (1991) e Shimizu et al (1988) investigaram a producdo e otimizacdo de araquiddnico
e acido eicosapentaenoico no fungo do género Mortierella. De e Kumar (2005) otimizaram a
producdo de lipidios e é&cidos graxos polinssaturados especialmente em alguns fungos
pertencentes ao género Aspergillus e Mucor. A eficicia da producdo de lipidos dos fungos
Aspergillus oxysporum (76.60%), A. solani (45,80%), A. ustus (38,00%) e A. semitectum
(37,80%) foi relatado por Nagvi et al (1997).

Geralmente lipidios microbianos sdo acumulados como armazenamento de energia, quando

0 crescimento celular torna-se limitado devido a escassez de nitrogénio ou outros nutrientes,
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enquanto fonte de carbono excessivo ainda estd disponivel (PINZI e DORADO, 2012). Na
maioria dos casos, a partir de lipidos destes microrganismos sdo em forma de triglicéridos, que
sdo também o principal componente dos 6leos vegetais e animais (ROSILLO-CALLE et al., 2009).
Entre estes diferentes microrganismos oleaginosos, fungos filamentosos tém algumas
propriedades favoraveis. Células de fungos filamentosos, em geral, sdo mais facilmente colhidas,
especialmente quando crescem na forma de peletes ou micélio (DORADO et al., 2003). Algumas
espécies de fungos, tais como Mortierella sp., Pode acumular os lipidios intracelulares como 80%
com base no peso seco (KOUTINAS A. A e PAPANIKOLAQU S, 2011) no entanto, eles ndo
podem ser caracterizado como microorganismo oleaginoso quando se acumula o 6leo microbiano
inferior a 20% do seu peso seco total celular. A acumulacdo de 6leo microbiano apresenta a
mesma composicdo de acidos graxos semelhante aos 6Oleos vegetais através de condicdes
limitantes de crescimento como, por exemplo, os géneros de leveduras (Rhodosporidium,
Rhodotorula, Lipomyces, Trichosporon) e os fungos (Mortierella, Cunninghamella) (MENG et
al., 2009).

Os oleos microbianos apresentam um alto valor agregado podendo substituir os éleos
vegetais e animais para as industrias oleogquimicas, entre elas, inddstrias de cosméticos, produtos

farmacéuticos, tintas, lubrificantes e aditivos de polimero (KOUTINAS et al., 2014).

3.4 Demanda global de lipidios microbianos
Alguns produtos de lipidos microbianos tém sido produzidos e as perspectivas comerciais

parecem ndo estarem muito longe como por exemplo o lipidio de bactéria, poli-b-hidroxibutirato
(RATLEDGE, 1993).

Em contrapartida os 0leos de plantas ou animais apresentam um dominio econdmico fora
do normal, fazendo com que os dleos microbianos tenham dificuldades de atingir o mercado
(LEONARD, 1994).

Estudos revelam que os lipidios microbianos equivalem em composicao com os 6leos de
plantas, porém a elevada valorizacdo sé existe se forem produzidos por biotecnologia que é
quase impossivel para os micro-organismos por apresentarem um alto valor de producdo
(RATLEDGE, 1993; MENG et al., 2009).

No entanto, hd sempre a possibilidade de produzir éleo microbiano como um co-
adjuvante para alguns residuos de processo de tratamento, de modo similar ao que

frequentemente é usado para produzir as proteinas microbianas (SCP) utilizadas para a
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alimentacdo animal a partir de alguns substratos indesejados. Oleos microbianos - que poderia,
entdo, ser referida como célula Unica (6leo intraceluar) produtora de Oleos - teria a dupla
vantagem sobre as proteinas microbianas em que eles provavelmente poderiam vender por um
preco bem maior (RATLEDGE, 2004).

3.5 Metabolismo de micro-organismos via de producdo de lipidios e

biossurfactante

As vias de biossintese de lipidios e biossurfactante em micro-organismos sao equivalentes
aquelas encontradas em animais e plantas, 0s micro-organismos realizam a sintese de seus
compostos celulares com grande velocidade e consequentemente respondem a mudancas
ambientais da mesma forma (BANAT et. al., 2010; SILVA, 2011; PAPANIKOLAO e AGGELIS,
2011).

Nos micro-organismos, os lipidios e biossurfactante sdo sintetizados durante a fase de
crescimento como parte de seu processo metabdlico e como reserva de carbono. A
composicdo, qualidade e quantidade de lipidios variam de espécie para espécie de acordo com
as condicbes de cultivo, disponibilidade de nutrientes e com o estagio de crescimento (SILVA,
2011; RATLEDGE, 2008).

Acumulacédo de lipidos e producdo de biossurfactante nos micro-organismos oleaginosos
tem sido observada quando nutriente no meio (por exemplo, o nitrogénio ou a fonte de fosforo)
torna-se limitada quando a fonte de carbono esta presente em excesso. Limitacdo de nitrogénio é
a condicdo mais eficiente para induzindo a lipogénese. Durante a fase de crescimento, o azoto é
necessario para a sintese de proteinas e acidos nucleicos, enquanto que o fluxo de carbono é
distribuido entre energético e processos anabolicos rendendo hidratos de carbono, lipidos, acidos
nucleicos e proteinas. Quando o nitrogénio fica limitada, a taxa de crescimento abranda e a
sintese de proteinas e &cidos nucleicos tende a cessar. Em espécies nao oleaginosas, o excesso de
carbono permanece inutilizado ou é convertido em polissacaridos de armazenamento, enquanto
que, em espeécies oleaginosas, é preferencialmente canalizado para a sintese de lipidios, levando
ao acumulo de triacilglicerois intracelular, corpos lipidicos (GRANGER et al., 1993;
RATLEDGE e WYNN, 2002).

A via bioquimica da biossintese de lipidios ndo é muito diferente entre 0s organismos
eucariontes e ndo difere dos fungos oleaginosos e ndo oleaginosas. A capacidade de acumular

altas teores de lipidios depende principalmente da regulacdo da biossintese através do
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fornecimento dos precursores (acetil-CoA, malonil-CoA, e glicerol-3 fosfato) e o cofator
NADPH (BEOPOULOS et al., 2009; KOHLWEIN, 2010).

Esses compostos sao sintetizados por duas vias metabolicas responsaveis pela sintese dos
grupos hidrofobico e hidrofilico da molecula: a via dos hidrocarbonetos e a via dos carboidratos
(DESAI e BANAT, 1997; FONTES et al., 2008). As vias para a sintese dos dois grupos de
precursores sdo diversas e utilizam conjuntos especificos de enzimas (CAMEOTRA et al., 2010).

Hidrocarbonetos e carboidratos estao envolvidos diretamente na sintese das porcdes
hidrofobicas e hidrofilicas dos tensoativos. No entanto, varios estudos mostram que as maiores
producdes de biossurfactantes por micro-organismos sdo obtidas quando se utiliza substratos
hidrofobicos. Muitos trabalhos descrevem a importancia da combinacédo entre um substrato insoluvel
e um carboidrato, como constituintes do meio de producdo (LIMA et al., 2010; XU et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2012).

Para a sintese da porcédo polar do biossurfactante e para o metabolismo celular, os substratos
hidrofilicos sao utilizados primeiramente pelo micro-organismo, enquanto que o0s substratos
hidrofobicos sao utilizados exclusivamente para a producdo da porcdo hidrocarbonica do
biossurfactante. O substrato hidrofilico utilizado como glicose, glicerol ou outros, e degradado ate
formar intermediarios da via glicolitica, como a glicose 6-fosfato que e um dos principais
precursores dos carboidratos presentes na porcao hidrofilica do biossurfactante (Figura 1). Para a
producao de lipideos, presentes na porcao hidrofobica, a glicose e oxidada a piruvato por meio da
glicolise, sendo o piruvato entao convertido a acetil-CoA, que unida ao oxaloacetato produz malonil-
CoA e, em seguida, acido graxo, um dos precursores para a sintese de lipideos (FONTES et.al.,
2008).
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Figura 1: Sintese de precursores de lipidios e biossurfactante a partir da utilizagdo de carboidratos

como substrato.
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Fonte: Fontes et al., 2008

3.6 Surfactantes

Os surfactantes, tambem conhecidos como tensoativos, sao sinteticos em suagrande maioria,
produzidos por processos quimicos a partir de derivados do petroleo (RUFINO et al., 2014). Sua
estrutura necessita de uma atencao especial para permitir a melhor escolha diante de sua aplicacao
KHOPADE et al.,2012).

As moleculas tensoativas possuem um grupamento polar com afinidade por agua (e outros
compostos polares), denominado grupo hidrofilico. Na mesma molecula ha tambem o grupo
hidrofobico, que por sua natureza apolar, possui afinidade por substancias oleosas (substancias

apolares) chamado de grupamento hidrofobico ou lipofilico (Figura 2) (JARA et al., 2013).
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Figura 2: Estrutura molecular do surfactante

Cabeca Polar (Hidrofilica)

Cauda Apolar (Hidrofébica)

Fonte: http://www.ecosafety.com.br
A porcdo hidrofilica e constituida de grupamentos polares como grupos carboxilato, sulfato,
sulfonato, amonio quaternario, betainicos ou cadeias polioxietilenicas. O grupo hidrofobico (apolar)
do surfactante e constituido por cadeia hidrocarbonica de 10 - 20 atomos de carbono aromatico ou
alifatico, em linha reta ou ramificada e carbonos reduzidos provenientes de gorduras e oleos naturais,

fracdes de petroleo, polimeros e alcoois sintéticos (LUNA et .al., 2012)

3.7 Biossurfactante

Os biossurfactantes sdo biomoléculas tensoativos produzidos por celulas vivas,
principalmente por micro-organismos. Eles sdo compostos bioquimicos anfifilicas que contém tanto
porcdes hidréfobas e hidréfilas que permitem a particdo na interface entre as regifes polares e ndo
polares (FRANZETTI et al., 2011). Eles sdo produzidos por uma variedade de micro-organismos,
principalmente de bactérias, fungos e leveduras (SATPUTE et al., 2009). A porcédo hidrofobica de
um biossurfactante pode ser uma proteina ou um peptideo, com grandes cadeias hidrofobicas
(BANAT et al., 2010; FRANZETTI et al., 2010; SARAFIN et al., 2014). Geralmente possui uma
cadeia de acidos graxos com 10 a 20 atomos de carbonos como nos surfactantes sinteticos. Ja a
porcdo hidrofilica pode ser um grupo ester, uma hidroxila, um fosfato, um acido carboxilico ou um
carboidrato (WHANG et al., 2008; ANYANWU et al., 2011). A diferenca dos constituintes de cada
porcdo hidrofobica e hidrofilica de um biossurfactante conduz a uma grande variedade de
biossurfactantes diferentes (MUTHUSAMY et al., 2008; LIMA et al., 2010; NAWAWI et al., 2010;
JANEK et al.,

2012; SHARMA et al., 2014).

A classificacdo dos biossurfactantes e baseada na sua estrutura quimica e pela especie
microbiana produtora e tambem pelo seu peso molecular, embora o potencial de producao seja
determinado tambem pela genetica dos micro-organismos e a natureza do substrato empregado que

tambem influenciam. O tipo de biossurfactante e muito especifico podendo variar de acordo com a
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especie do micro-organismo produtor e de acordo com a composicao quimica da molécula
(RODRIGUES et al., 2006; LUNA et al., 2009; JANEK et al., 2012).
Segundo Singh (2012) as principais classes dos biossurfactantes incluem os glicolipidios,

lipopeptidios, acidos graxos, lipidios neutros fosfolipidios e biossurfactantes polimericos e

particulados (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos produtores

Classe

Micro-organismos

Biossurfactante

Glicolipideos

Peptideos e lipopeptideos

Acidos graxos,
Fosfolipideos e Lipideos
neutros
Biossurfactantes
polimericos

Pseudomonas, Torulopsis,
Arthrobacter, Nocardia,
Mycobacterium
Candida sphaerica
Candida lipolytica

Bacillus

Rhodococcus erythropolis,
Aspergillus, Arthobacter,
Pseudomonas,
Acinetobacter

calcoaceticus, Candida
lipolytica, Saccharomyces
cerevisiae, Schizonella

malanogramma

Ramnolipideos,

Soforolipideos,

Trealolipideos
Lunasan

Rufisan
Surfactina

Fosfatidiletanolamina

Emulsan, liposan,
Manoproteinas,

Complexo de
Polissacarideo - proteina

Fonte: Singh (2012) adaptada

Os glicolipidios apresentam baixo peso molecular, sao carboidratos ligados a uma longa

cadeia de acidos alifaticos ou hidroxi-alifaticos. Dentre os principais destacam-se 0s raminolipidios,
trealolipidios e soforolipidios (RON e ROSENBERG, 2002). Os lipopeptidios caracterizam-se pelo
baixo peso molecular, pela ampla atividade biologica como antibioticos, atividade antiviral e
estimulam a atividade dos macrofagos (DESAI e BANAT, 1997; WHANG et al., 2008). Acidos
graxos, fosfolipidios e lipideos neutros sao representados por uma classe com baixo peso molecular

composta por grande quantidade de fosfolipidios e acidos graxos (DESAI e BANAT, 1997;
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ROSENBERG e RON, 1998). Os biossurfactantes polimericos séo constituidos por variados grupos
quimicos, possuem alto peso molecular. Os biossurfactantes particulados sao representados por uma
classe que apresentam alto peso molecular. Sao estruturas morfologicas de alguns micro-organismos
como as vesiculas da membrana extracelular de Acinetobacter sp. que desempenham uma otima
funcéo na particao dos hidrocarbonetos com a formacdo de microemulsdes, e assim, facilitam a sua
entrada nas celulas microbianas (DESAI e BANAT, 1997).

3.7.1 Vantagens do uso dos biossurfactantes

Os biossurfactantes oferecem varias vantagens sobre os surfactantes sintéticos que,
consequentemente, determinaram suas aplicacoes no setor industrial, podendo ser aplicados em
condicoes ambientais desfavoraveis (APARNA et al., 2012). Dentre essas vantagens podemos citar:

- Tolerancia a temperatura: as propriedades fisico-quimicas de alguns biossurfactantes nao sao
afetadas por mudancas extremas de temperatura podendo suportar temperaturas de ate 90°C.
Apresentam maior estabilidade termica em condicoes extremas quando comparados aos sinteticos
(MAX et al., 2012).

- Tolerancia a mudancas de pH e forca ionica: possuem maior funcionalidade em extremos pH, entre
5 e 12 por exemplo, e sao potencialmente ativos quando submetidos a concentracoes de 10% de
NaCl, enquanto que 2-3% de sal sdo suficientes para inativar surfactantes convencionais (ROCHA,
1999, MAX, et al.,2012)

- Biodegradabilidade: sao facilmente biodegradados no solo e na agua o que os tornam adequados
para aplicacao na biorremediacao e no tratamento de residuos (MALDONADE et al., 2012).

-Baixa toxicidade: em comparacao com 0s surfactantes sinteticos, os biossurfactantes apresentam
baixa toxicidade. Tem recebido maior atencao devido a crescente preocupacao da populacao com o0s
efeitos alergicos dos produtos artificiais, sendo permitido em alimentos, cosmeticos e produtos
farmacéuticos (NITSCHKE e PASTORE, 2002; ANYANWU et al., 2011; TIMMA et al., 2014).

- Sintese a partir de material renovavel e de baixo custo: estudos mostram a producdo de
biossurfactantes produzidos atraves de uma grande variedade de substratos organicos de baixo custo
(LIMA et. al., 2010; RIBEIRO et.al., 2012; JARA et. al., 2013).

3.7.2 Aplicacao de biossurfactantes

De acordo com Singh (2012) numerosas sdo as aplicac6es dos biossurfactantes tais como:
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- Industria alimenticia: usado como aditivos alimentares. Os principais representantes sao as lecitinas
e seus derivados, ester de acido graxo contendo glicerol e sorbitol;

- Industrias de cosmeticos: soforolipidos combinado ao propilenoglicol tem compatibilidade cutanea
sendo, portanto, usados comercialmente como hidratantes;

- Industria medica: biossurfactante e muito util para o tratamento de varias doencas infecciosas em
vegetais, tais como o lipidio succinoitrealose de Rhodococcus erythropolis. 1% de uma emulsdo de
ramnolipideo foi utilizado para o tratamento de folhas de Nicotiana infectada e para controlar a
doenca do virus da batata;

- Em controle de poluicdo ambiental: e eficiente para o tratamento de emuls&o industrial, controle de
derramamento de oleo, em processos de biorremediacao pelo qual os micro-organismos sao
utilizados para biodegradar ou remover os poluentes de solo e agua;

- Producéo economica: dependendo da aplicacdo, os biossurfactantes podem ser produzidos a partir

de residuos industriais e subprodutos.

3.8 Caatinga

O nome caatinga é originario da lingua tupi-guarani, que significa “mata branca”. E um
sistema ambiental exclusivamente brasileiro, que ocupa cerca de 11% do territério nacional num
total de 844.453 quildmetros quadrados. E o principal bioma da Regifo Nordeste, ocupando
totalmente o Ceara e parte do Rio Grande do Norte (95%), da Paraiba (92%), de Pernambuco (83%),
do Piaui (63%), da Bahia (54%), de Sergipe (49%), do Alagoas (48%) e do Maranhdo (1%). A
caatinga também cobre 2% de Minas Gerais. (SANTQOS, 2010; Ministério do Meio Ambiente, 2012;
JUNIOR et al., 2013). (Figura 1).

Figura 3. Mapa do Brasil com os diferentes biomas
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Fonte: www.brasil.gov.br/sobre/meio-ambiente/geografia
A Caatinga situa-se entre o Equador e o Tropico de Capricornio (cerca de 3° a 18° sul).

Portanto, dispde de abundante intensidade luminosa, em todo seu territério, durante todo o ano. As
altitudes sao relativamente baixas; exceto uns poucos pontos que ultrapassam os 2000m, na Bahia, 0s
outros pontos extremos ficam pouco acima dos 1000m. As temperaturas sdo altas e pouco variaveis,
com médias anuais entre 25°C e 30°C e poucos graus de diferenca entre as médias dos meses mais
frios e mais quentes. Assim, luz e temperatura ndo sdo limitantes ao crescimento vegetal e ndo séo
causa de maior variabilidade ambiental na area de Caatinga (MOURA et al., 2007; FILHO et al.,
2013).

O regime de chuvas tem como caracteristicas, precipitacfes intensas, muitas vezes
ultrapassando 100mm em um Unico dia, e sazonalidade irregular, com a época de chuvas podendo
iniciar-se em meses distintos, prolongar-se por periodos incertos e encerrar-se, também, em meses
diferentes de um ano para outro (GARIGLIO et al., 2010).

As plantas da caatinga sdo adaptadas ao clima seco e a escassez de agua, também chamadas
xerdfilas. Para sua sobrevivéncia, algumas plantas armazenam agua, outras possuem raizes
superficiais que captam a agua da chuva e ainda ha as que lancam outros recursos para diminuir a
perda de agua (transpiracdo), como poucas folhas e espinhos. A vegetacdo é formada por trés
estratos: o arboreo, o arbustivo e o0 herbaceo, compostos por plantas que produzem frutas, cera, 6leo
vegetal, fibra (Figura 2). A fauna é muito diversificada composta de répteis, insetos, roedores, aves
(SANTOS, 2010).



http://www.brasil.gov.br/sobre/meio-ambiente/geografia
http://www.achetudoeregiao.com.br/animais/caatinga.htm
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A exploracdo dos recursos naturais da caatinga encontra-se bastante alterada pela perturbacao
e degradacGes ambientais causadas pelo uso irracional dos recursos naturais. 1sso incluiu atividades
agricolas, queimadas, extrativismo mineral e vegetal e pecuéria extensiva, o que tem levado a rapida
perda de espécies endémicas e de processos ecoldgicos importantes para manutencdo dos seus
ecossistemas (ARAUJO et al., 2005).

3.9 Solo

O solo é um componente imprescindivel para a manutencdo da qualidade ambiental,
constituindo- -se em um dos principais habitats para o desenvolvimento dos micro-organismos
(bactérias, fungos, protozoarios, algas e virus) envolvidos na decomposicdo da matéria organica,
ciclagem de nutrientes, entre outros (ANDERSON e CAIRNEY, 2004; BORGES et al., 2011).

Apesar desta diversidade, os micro-organismos cultivaveis predominantes entre a microbiota
do solo sdo fungos e bactérias heterotroficas do dominio Bactéria. E, contudo, de ter em
consideragdo que a flora microbiana presente numa amostra de solo depende de varias caracteristicas
do solo particular em estudo (a umidade, do pH, da temperatura, do contedo em oxigénio gasoso e
da composicdo em material organico e inorganico); e que, alguns destes pardmetros ambientais
podem variar, por exemplo, ao longo do ano ou em fungéo do tipo de utilizacdo que é dada ao solo
(tipo de cultura agricola, pastoreio, etc.) (Aburjaile et al., 2011).

O conhecimento da microbiota do solo, além de fundamental para o levantamento taxonémico
das populagdes que ali se encontram, pode levar ao descobrimento de processos metabolicos
utilizados por estes organismos que poderdo ser importantes para as interacdes ambientais e em
aplicacdes biotecnoldgicas (RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004).

Os fungos sdo um grupo de organismos distinto, possuindo uma grande variedade de estruturas
e organizacgdo vegetativa. Podem ser unicelulares, leveduras, endoparasitas halocarpicos de plantas e
animais, ou filamentosos. Os ciclos de reproducdo dos fungos sdo muito variados e podem ser
inteiramente sexuados, ou ter fases sexuadas e fases assexuadas. So heterotréficos, alimentando-se
por absorcdo de nutrientes sollveis simples através da parede e membrana celular. Mas degradam
polimeros complexos, gracas a acdo de enzimas que excretam para o0 exterior das células
(MACHADO, 2006).

Esta diversidade torna a sua identificacdo dificil e restrita a um grupo especifico de estudiosos
que se dedicam as questdes da micologia. Toda a classificacdo dos fungos se prende essencialmente
com as caracteristicas morfologicas e reprodutoras. Atualmente o conhecimento da sua biologia

molecular tem iniciado uma nova era na classifica¢éo deste grupo bioldgico (MACHADO, 2006).
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A identificagé@o de fungos filamentosos tem, como fundamento, a observac¢do da morfologia da
colénia e aspectos microscopicos. A andlise da coldnia visa observar: cor, textura, superficie,
pigmento difusivel no meio de cultura, entre outros, e pode ser feita no tubo de ensaio contendo a
cultura do fungo. Porém, o mais adequado é a andlise a partir da cultura feita no ponto central de
uma camada de &gar distribuido em placa de Petri. A velocidade de crescimento, que pode ser rapida
(< 7 dias), intermediaria (8 a 14 dias) ou lenta (> 15 dias) é fundamental para identificacdo (LACAZ
et al., 2002; MINAMI, 2003).

A observacdo das estruturas microscépicas, tais como: hifa hialina, septada ou cenocitica,
forma, disposicdo e formacdo dos esporos, sdo suficientes, em geral, para a identificagdo de fungos
filamentosos. Em alguns grupos, porém, como os fungos hialinos, podem serem necessarios também
uso de provas bioquimicas. A morfologia microscopica é melhor visualizada com a tecnica de
microcultivo que preserva a disposicdo original dos esporos sobre as hifas e mantém integras certas
estruturas formadoras de esporos, por exemplo esporangios que sdo orgdos de reproducdo dos
Zigomicetos (LACAZ et al., 2002; MINAMI, 2003).

Para identificacdo molecular em diferentes amostras de fungos € necessario se ter primers que
propiciem a amplificacdo de um gene ou segmento especifico daquela espécie ou daquela funcéo que
se deseja identificar. Assim, o desenvolvimento de procedimentos de diagnostico baseados em PCR
requer o conhecimento de sequiéncias de nucleotideos de pelomenos parte da regido alvo a fim de que

primers especificos possam ser desenhados (FUNGARO 2000).

3.10 Zygomycetes

O Filo Zigomycota até 9* edicao do “The Dictionary of the Fungi” (Kirk et al. 2001), formava
um grupo Unico de fungos, apesar de ser polifilético, conclusdo baseada em analises dos genes do
RNA ribossomal 18s, 5.8s e 28s podendo ser dividido em varios filos no futuro, portanto a
classificacdo do filo esta em fluxo (HIBBET et al. 2007; KIRK et al. 2008). Schissler et al. (2001)
propuseram a separacdo do Filo Zigomycota em dois, elevando a Ordem Glomales para Filo
Glomeromycota, porem mantendo o restante dos zigomicetos em Zigomycota. Posteriormente,
Hibbet et al. (2007) dividiram o Filo Zigomycota em quatro Subfilos: Mucoromycotina,
Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina e Zoopagomycotina, divisdo consolidada na 102
edicdo do “The Dictionary of the Fungi” (KIRK et al. 2008; SOUZA, 2013) .

Os fungos dessa classe apresentam parede celular constituida por quitina e quitosana. O
micélio é formado por hifas cenociticas, apresentando septos somente nos 6rgdos de reproducéo ou

quando a colbnia envelhece. A reprodugdo sexuada origina estruturas chamadas de zigosporangios
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que irdo formar os zigospdrios. Podem também se reproduzirem assexuadamente por fragmentacéo,
pois os fungos possuem grande capacidade de regeneracdo, ou ainda pela formagéo de estruturas de
reproducdo assexuada como gemas, clamiddsporos ou azigoesporangios. As estruturas de reproducéo
dos fungos dessa classe muitas vezes formam ornamentacdes e séo utilizadas para identificacdo das
espécies (SILVA e COELHO, 2006).

Os Zygomycetes compreendem cerca de 770 espécies de fungos terrestres. Apesar da maioria
delas serem saproéfitas existem muitas espécies parasitas de plantas superiores, outras que atacam
grdos, legumes e frutos estocados e outras ainda sdo formadoras de micorrizas, representados pela
ordem Glomales, simbiotroficos obrigatorios e mutualistas com plantas que o hospedam. Ha casos
relatados de micoses profundas (sistema nervoso central, pulmdes, globo ocular) em pessoas
imunodeprimidas por tratamentos quimioterdpicos ou em portadores do virus HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) (TRUFEM, 2000).

3.11 Aspectos gerais dos Rhizopus spp

O Rhizopus € um dos géneros da classe Zygomycetes, da ordem Mucorales. As espécies desse
género sdo encontrados nos mais variados ambientes, como florestas, solos, frutas e vegetais
deteriorados (ALEXOPOULQS, 1996). Morfologicamente sdo considerados fungos filamentosos,
ndo septados, com micélios cotonosos formando esporangiéforos nos noédulos, onde se encontram os
rizoides. Seus esporangios sdo, usualmente, grandes e negros e suas columelas sdo esféricas. A base
dos esporangios tem a forma de taca. A reproducdo sexuada requer dois talos de tipos diferentes que
sdo designados com 0s sinais positivo (+) e negativo (-), substituindo os adjetivos macho e fémea.
Algumas espécies deste género sdo contaminantes comuns em pacientes que sofrem de zigomicose
(CHEN et al., 2009) e determinadas espécies sdo consideradas fitopatogénicas (TRUFEM, 2000).
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Figura 5. Cepa de Rhizopus sp cultivado em placa de Petri contendo meio de Agar Batata Dextrose
(BDA) (A), Micrografia Eletronica de Varredura de Esporéngio de Rhizopus sp. (B).

(FONTE: JENNESSEN et al. (2008).

No género Rhizopus séo descritos varias espécies, sendo as mais comuns: Rhizopus arrhizus,
Rhizopus azygosporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus, Rhizopus schipperae e Rhizopus
stolonifer em que apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas, como o comprimento dos
rizéides e esporangioforos, o diametro dos esporangios, a forma da columela, o tamanho, a forma e a
textura dos esporangiosporos que auxiliam na diferenciagdo das espécies do género
(ALEXOPOULOS, 1996).

3.11.1 Rhizopus microsporus

Os fungos do grupo microsporus sdo relativamente raras. Eles tém sido isoladas a partir de solo
recolhida em florestas, lixo e a partir de raspas de pele de ave saudavel. Rhizopus microsporus
também foi isolado a partir de madeira mofada em serrarias noruegueses.

Segungo Dolatabadi et al., 2013 caracterizou o Rhizopus microsporus em colbnias
inicialmente brancas, tornando-se cinza escuro, cobrindo a placa de Petri (9 cm diam.) em trés a
quatro dias, com reverso creme. Sem odor; Esporangiéforos 60-450(600) pum de comprimento, lisos
e com coloracdo marrom claro, crescendo em estoldes sempre em oposicdo aos rizdides, solitarios ou
em grupos de 2 a 3, nunca septados. Rizdides simples pouco ramificado, em formato de dedos, com
coloracdo amarronzada. Esporangios globosos 40-80 pm diametro, multiesporados com parede lisa,
coloracdo preto ou marrom escuro, raramente apresentando colar. Columelas em maioria globosas,
com algumas subglobosas a conicas de 25-65um de diam, lisas, coloracdo marrom claro.

Esporangiosporos 4-7 x 3-4.5um, levemente estriados, regular em forma e tamanho, ovoides a
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elipsoidal. Clamidosporos raramente observado. Espécie heterotalica porém zigosporo ndo foi
observado. Espécie termofilica, com 6timo crescimento de 30 a 36 °C, com méximo crescimento a

temperatura de 52 °C.

Figura 6. Rhizopus microsporus cultivado em placa de Petri contendo meio de Agar Batata Dextrose
(BDA) (A), Micrografia 6ptica do Rhizopus microsporus (B).

-_—

(FONTE: http://www.pelauts.com/rhizopus/rhizopus).

3.12 Rejeitos agroindustriais

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes quantidades de substratos, tanto
liquidos como sélidos. Esses residuos podem apresentar elevados problemas de disposicdo final e
potencial poluente, além de representarem, muitas vezes, perdas de biomassa e de nutrientes de alto
valor. Ao contrario do que acontecia no passado, os residuos eram dispostos em aterros sanitarios ou
empregados sem tratamento para racdo animal ou adubo. Atualmente, conceitos de minimizacao,
recuperacdo, aproveitamento de subprodutos e bioconversdo de residuos sdo cada vez mais
difundidos e necessarios para as cadeias agroindustriais (LAUFENBERG et al., 2003; LIMA, 2011).

Particularmente, a bioconversdo dos residuos agricolas das industrias de alimentos estdo
recebendo crescente atencdo, uma vez que essas matérias residuais representam recursos possiveis e
utilizaveis para a sintese de diversos produtos biotecnolégicos considerados Uteis. Nesse contexto, a
fermentacdo em estado soélido (FSS) desempenha um papel de destaque no aproveitamento dos
residuos solidos, pois, em virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos
compostos, dos quais muitos apresentam grande interesse para segmentos industriais, além de
elevado valor agregados (PINTO et al., 2005; LIMA, 2011).

Diferentes tipos de micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos

podem crescer em diversos substratos agroindustriais. Contudo, sdo os fungos filamentosos os mais
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adaptéveis a esse tipo de meios, pois sdo capazes de crescerem com pouca agua e muitos solidos
presentes, além de sua forma de crescimento, por meio de hifas, favorecem a coloniza¢do do meio.
Esse fato se traduz na grande quantidade de aplicagdes e produtos obtidos pelo emprego desses
micro-organismos (DURAND, 2003; PANDEY, 2003; LIMA, 2011)).

3.12.1 Manipueira

A manipueira, que em tupi-guarani significa “o que brota da mandioca”, agua residual do
processamento, constitui-se no residuo liquido mais importante, representando, em média, 30% da
matéria-prima processada, no caso de producdo de farinha de mandioca. Nesse caso, a manipueira é
constituida da dgua de prensagem da massa ralada e contém todos os componentes soliveis da raiz,
inclusive com um teor residual de agucares da ordem 20 a 40g/L (WOSIACKI e CEREDA, 2002). A
composicdo da manipueira, segundo Cereda (2001) (Tabela 1).

A importéncia do cultivo da mandioca no Brasil € indiscutivel, tanto como fonte de energia
na alimentacdo humana e animal, quanto como geradora de emprego e de renda. Na Industrializacdo
da mandioca a farinha, a fécula e o polvilho azedo s&o os principais produtos (CEREDA, 2001). A
partir da otimizacdo dos processos produtivos e dos avangos tecnologicos propiciados pela pesquisa
cientifica e tecnologica, surgiram novas possibilidades de exploracdo deste produto. Exemplo de
novos produtos € a extracao de beta-caroteno da folha (ORTEGA, 2003), a utilizacdo do polvilho em
“chips” (GRIZZOTO e MENEZES, 2004).

A é&gua residuéria, manipueira, possui a maioria dos compostos soluveis, incluindo a
linamarina, que é o B-glicosideo de acetonacianidrina, responsavel pela liberacdo de cianeto nas
aguas residuarias. O teor de cianeto total no liquido é muito variavel, dependendo da variedade da
mandioca, mas fica em torno de 364 mg/L em manipueira de farinheira, com 50% de cianeto livre
(LAMAISON, 2009).

Segundo Lamaison (2009), a manipueira caracteriza-se por conter elevada carga organica
solivel (DQO) e alguns solidos insollveis ou em suspensdo, além da presenca de glicosideo
hidrolisavel o cianeto que apesar da pequena quantidade levando-se em consideracdo a diluicéo,

permanece nesta dgua na forma de acido cianidrico aumentando o seu potencial poluidor.
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Tabela 2: Valores Médios para a caracterizacao de residuos liquidos da industrializacdo da mandioca

Componentes Manipueira de Manipueira de
Farinheira Fecularia
Agua (%m/v) 92,77 91,53
Proteina 1,22 0,97
Amido (% m/v) 9,42 6,12
Mat. Graxa (% m/v) 0,50 0,11
Cinzas (% m/v) 0,54 0,08
Fibras 0,30 0,10
pH 4,10 4,10
Acidez* 3,27 2,70
HCN (mg/L) 463,76 80.00

*mL NaOH/100g
Fonte: CEREDA (2001)

Todas as adguas geradas durante o processamento da mandioca, nas pequenas inddstrias, séo
normalmente descartadas para 0 meio ambiente, muitas vezes, sem o devido tratamento. Além do
aspecto de agressdo ao meio ambiente, deve ser considerado também que o despejo indevido dos
sub-produtos de mandioca constitui em perda de rendimentos para o produtor, quando se consideram

as quantidades e composicao das dguas geradas na producdo (LAMAISON, 2009).

Desta maneira, atualmente, a manipueira tem sido vista como um subproduto passivel de ser
reaproveitado em outras atividades. No espectro de opc¢des para 0 seu aproveitamento encontra-se a
producdo de biomassa lipidica, acido citrico e aromas através da utilizacdo da manipueira como fonte

de carbono em processos fermentativos (LAMAISON, 2009).

A respeito dos tratamentos utilizados para esta agua residuaria, encontram-se trabalhos
relatando a producdo de biogas pelo seu tratamento anaerobio (PATINO, 2001) e também a

possibilidade de tratamento aerébio em sistemas de lodos ativados (OLIVEIRA et al., 2001).
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Barana e Cereda (2000) utilizaram um biodigestor anaerdbio de duas fases, obtendo-se uma
eficiéncia de 80,9%, com carga orgénica de 0,33g DQO/L.d. Ribas e Barana (2003), também,
utilizaram com sucesso para a remogdo de 71% de DBO da manipueira, um reator anaerobio,
aplicando-se cargas de 0,86g DQO/L.d.

Em Santa Catarina, conforme Cardoso, (2005), a pratica da fertirrigacdo, colocada como uma
alternativa viavel para a utilizacdo das aguas deste processamento em algumas regides do pais é
dificultada na regido Sul do Estado, pela textura arenosa do solo e da proximidade do lencol freatico

sendo este facilmente contaminado.
3.12.2 Milhocina

A milhocina é um subproduto da producdo de amido de milho. Industrialmente, o milho seco
é macerado em uma solucdo de &cido sulfurico a quente; a fracdo solivel sofre uma suave
fermentacdo lactica natural que ocorre devido a presenca de bactérias na solucdo, e é, entéo,
submetida a uma operacdo de evaporacgdo, na qual a milhocina é concentrada. A milhocina é usada
principalmente como suplemento alimenticio para ruminantes, fonte de nutrientes para aves, na
confeccdo de iscas atrativas para as moscas das frutas e fonte de nutrientes para o processo de
fermentacdo industrial (DOMINGOS, 2009).

A composicdo da milhocina € muito variavel, dependendo da origem da matéria-prima e de
seu processamento. Uma composicao tipica € mostrada na Tabela 2. Dentre os compostos variados
encontram-se ions metalicos, vitaminas e outros compostos em pequenas quantidades (DOMINGOS,
2009).

Tabela 3: Composicao tipica de milhocina.

Substancias Porcentagem %
Milhocina em Base Seca 50,7
pH 3,9
Proteina 40,8 (Base Seca)

Acido Léctico 16,0 (Base Seca)
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Acucares Redutores 12,8 (Base Seca)

Compostos Variadas 30,4 (Base Seca)

Fonte: Akhtar et al., 1998.

Inimeras aplicagdes medicinais que muitos desconhecem a milhocina ou &gua de milho, é
usado na cultura do material de onde se extraem a “penicilina”, a “estreptomicina” e outras drogas
similares. Com alto valor protéico, a milhocina é utilizada na composicdo de ténicos reconstituintes.
A dextrose ou acgucar de milho por ser idéntica ao aclcar que existe no sangue humano é usado nos
hospitais em injecOes endovenosas para recuperar as forcas de pessoas enfermas ou em estado pos-
operatério. Até mesmo sangue para transfusbes é algumas vezes enriquecido com a adicdo de
dextrose (DOMINGQOS, 2009).

3.12.3 Farelo de trigo

O trigo foi introduzido no Brasil pelos colonizadores, espalhando-se por diversas areas,
principalmente na regido sul e centro-sul. Tradicionalmente, o Rio Grande do Sul detém a maior
parte da area cultivada (75%), cabendo o restante aos estados de Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e
outros . Ha um elevado namero de cultivares, muitas ja conhecidas de longa data, outras resultantes
de selecbes e hibridacbes realizadas em estacdes experimentais (EMBRAPA-SUINOS e AVES,
2004).

Como o consumo do trigo ndo se d& de forma direta, os grdos precisam ser processados
através da moagem e refinamento para obtencdo da farinha de trigo. E do interior dos gréos que é
extraido a farinha. Neste processo, o residuo gerado é a casca do gréo, também conhecido como
farelo de trigo. A farinha € comercializada para fins industriais e alimenticios enquanto o farelo é
comercializado, sendo incorporado em racBes animais, tendo em vista ser um material rico em fibras
e proteinas (SILVA, 2006).

Quanto ao beneficiamento do trigo, Lima (2003) através da Embrapa Suinos-Aves cita a
farinha como um produto do beneficiamento, e subprodutos, o farelo de trigo, ainda composto de
pericarpo, particulas finas de gérmen e das demais camadas internas dos grdos e o triguilho, graos
pouco desenvolvidos que acabam entrando em alguns processos de industrizalicdo e sdo eliminados
diretamente em funcdo do seu peso especifico ser menor do que o exigido.

Quanto ao farelo de trigo Zacchi et al. (2005) confirmam citacdo de Lima (2003) ao

comentarem que o farelo é produzido em todo mundo em grandes volumes como subproduto da
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industria de moagem do trigo e que este material ndo deve ser desprezado pois concentra ainda, fonte
consideravel de agucares.

No que se refere a utilizagdo destes insumos como incremento em ragdes animais Souza e
Santos (2005), defendem que, esses materiais, quando adequadamente tratados e tecnicamente
orientados na alimentacdo animal, podem representar um enorme beneficio econdémico, social e
ambiental, e continua enfatizando que devido ao incremento na alimentagdo animal e seu enorme
potencial como recurso alimentar para os ruminantes, os residuos lignoceluldsicos tém sido motivo
de intensas pesquisas em todo o mundo, com a finalidade de melhorar seu aproveitamento e valor

nutritivo através de métodos quimicos.
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Abstract

The name Caatinga originates from the Tupi-Guarani language, meaning ‘white forest’. It is an
environmental system exclusively found in Brazil, which occupies about 11% of the country (a total of
844,453 km?). It is the principal biome in the Northeast. Soil is an essential component for the maintenance
of environmental quality, thus becoming one of the main habitats for the development of micro-organisms
(bacteria. fungi, protozoa, algae and viruses) involved in the decomposition of organic matter. The
filamentous fungi were identified using morphologic and microscopy characteristics. The isolates were
evaluated for their ability to grow in adverse conditions (pH, temperature and salinity), assimilation of
carbon and nitrogen, detection enzyme (amylase, protease, lipase, tannase and polyphenol) and the study
of the potential for the production of lipids. The results provide substantial evidence of the behavior of
the cultures of Rhizopies for obtaining supplies of high commercial value.

Keywords: isolation; Rhizopus: Caatinga soil; enzyme detection
1. Introduction

Soil is an essential component for the maintenance of environmental quality, and as such is one of the main
habitats for the development of micro-organisms (bacteria, fungi, protozoa, algae and viruses) involved
in organic matter decomposition and nutrient cycling, amongst other things [1,2]. The identification of
filamentous fungi is observed from the macroscopic characteristics of colour, appearance, presence of
exudates diffusion pigments, odour, the amount of aerial mycelium and growth on different culture media.
The literature describes the use of microscopic features using micro-culture techniques for the visualisation
of reproductive structures, which supported the taxonomic differentiation level of genus [3,4,5,6]. The
process of molecular identification of fungi demonstrated the use of primer amplification of a specific gene
or segment of the species or its function which is important to recognize. The developments of diagnostic
procedures are based on PCR and require knowledge of the nucleotide sequence of at least part of the region
to target specific primer that can be drawn. Therefore, some regions such as those encoding ribosomal
RNA have been quite useful [7]. Fungi demonstrated a quick adaptability to the most varied habitats and
nutritional sources. Those characteristics are due to the production of a large amount of enzymes, non-
specific, and capable of degrading a variety of compounds, including complexes polymers as effective
agents applied to biotechnological processes. The oil produced by microorganisms is considered as an
alternate nutritional source.

The aim of this work was to isolate, identify and characterise phenotypically the strains of Rhizopus
microsporus var. chinensis, Rhizopus microsporus var. microsporus and Rhizopus stolonifer assessing the
growth potential in different conditions of pH, temperature and salinity, assimilation and fermentation
of sources of carbon and nitrogen, the detection of enzymes (amylase, protease, lipase, tannase and
polyphenol oxidase), and the analysis of lipids.

Industrial, medical and environmental applications of microorganisms 119

54



POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE AMOSTRAS DE Rhizopus NA PRODUGAO DE LIPIDIOS

Part 1

2. Materials and methods

2.1 Isolation of microorganisms

The isolation of soil microorganisms was done by serial dilution and plating on selective media. After
growth, the colonies were transferred to test tubes and preserved at 5 °C. All isolates of R. microsporus
var. chinensis, R. microsporus var. stolonifer, and R. microsporus var. microsporus were kindly supplied by
Nucleus of Research in Environmental Sciences and Biotechnology (NPCIAMB) of UNICAP/Recife, PE.

2.2 Identification, morphological and biochemical characterisation of isolated fungi

e Microculture: The morphological and microscopic identification was done using PDA medium. The
microorganism was inoculated on the sides of the square of this medium. Then cover the medium
inoculated with material that was within the coverslip plates , and distilled water was used for hydration
chamber. The micro culture was incubated at 28 °C and the daily crop development was monitored.

o Nitrogen assimilation: The test assimilation of nitrogen was carried out using the Yeast Carbon Base
medium (YCB) without the presence of nitrogen sources. Then a suspension of 107 spores/ml was
prepared and 1 ml of the suspension was transferred to Petri dishes and Y CB medium was added. After
solidification of the medium, the plate was marked and filled with the following nitrogen (peptone,
nitrate of potassium, ammonium sulphate, urea, ammonium chloride and yeast extract). The growth

was observed for 72 h at 28 °C.

e Assimilation of carbon: Test assimilation of carbon sources was carried out using the Yeast Nitrogen
Base medium (YNB) without the presence of carbon sources. A suspension of 107 spores/ml was
prepared and 1 ml of this suspension was transferred to a Petri dish and YNB medium was added. After
solidification of the medium, the plate was marked and filled with the following carbon compounds
(dextrose, maltose, sucrose, lactose, trehalose, fructose, mannitol, mannose and xylosc). The growth

was ohserved for 72 h at 28 °C.

e Fermentation: As evidence for completion of the fermentation 3 ml of basal medium plus bromothymol
blue and 95% ethanol was added. After sterilisation the medium 1.5 ml of 6% sugars was added
(glucose, sucrose, trehalose, lactose and maltose). Then, 0.2 ml of the spore suspension 107 spores/ml
was inserted into the test tube and incubated for 72 h at 28 °C. The reading was performed, considering

the production of gas inside the Durham tube.

2.3 Growth at different pH, salinity and temperature

*  pH: A calibrated potentiometer was used to measure fungal growth at different pH. Culture mediums
were prepared (Sabouraud agar) at pH 4.0-7.0 using 20 g/l Gebrite Gelban Gun (GGG) to solidify the
medium. The fungi were inoculated in Petri plates (duplicate) and incubated at 28 °C. Growth was

observed daily over a period of 96 h.

Salinity: For the analysis of salinity sodium chloride (NaCl) was added in Sabouraud culture medium,
in proportions of 2.5, 5.0, 7.5, 10, 12.5 and 15% and incubated at 28 °C for 96 h. The growth analysis

was performed by measuring the halo of growth.

*  Temperature: Fungi were inoculated in Petri dish containing Sabouraud culture medium and incubated
at different temperatures (28, 37 and 45 °C) for 96 h. The growth of fungi was observed by measuring

the diameter of the colony.

2.4 Enzyme tests

e Amvylase and protease: Detection of proteolytic and amylase activity was according to the methodology
of Hankin and Anagnostaki [8]. The specific culture media were distributed in Petri dishes and
microorganisms were inoculated in the centre of the dishes and incubated at 28 °C for 72 h. After the
incubation period the plates were stained with iodine to a solution of 0.1 N for S min. The formation

of a transparent halo around the colony shows the presence of enzymatic activity.

= Lipase: The lipase activity was performed according to the methodology of Hankin and Anagnostaki
[8]. The three inductors 20, 80 and olive oil were used for enzymatic detection. The microorganisms
were inoculated and incubated at 28 °C for 72 h and monitored every 24 h. The formation of a clear

halo around the colony emphasises the presence of lipase.
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e Tanase and polyphenoloxidase: For the detection of the enzyme tannase and polyphenol nutrient agar
and malt agar plus specific enzyme inducers were used. The plates were incubated at 28 °C for 72 h with
daily monitoring. Following the period of growth of the colony enzymatic detection was carried out.

2.5 Extraction of lipids

The lipids were extracted from 1.0 g of biomass using chloroform:methanol (v/v) [9] three times. The
extracts obtained were evaporated until dry using a rotoevaporator.

3. Results and discussion

3.1 Isolation and identification of Morphological characterisation

From the soil sample of Caatinga of Pernambuco, 325 were isolated filamentous fungal genera and three
genera of Rhizopus (Table 1). The macroscopic study of the genus Rhizopus was characterised by the
appearance of colonies of cotton wool, white and coloured yellowish brown or gray with time, with the
reverse side of the plate blank. Upon microscopic observation, stolons are present along the mycelium,
linking groups of sporangia usually unbranched (Fig. 1). The sporangiospores are long and at its apex
forms a collarette, columella and sporangia containing sporangiospores, as described by Lacas er al. [10].

3.2 Assimilation and fermentation of carbon and nitrogen sources

In the test brew carbon sources, R. microsporus var. chinensis was able to ferment mannose, xylose,
dextrose and low voltages present in the Durhan gas tube by changing the pH: R. stolonifer fermented
mannose, fructose, xylose, mannitol, trehalose, dextrose, sucrose and maltose resulting in low stresses
in the Durham gas pipe observing changing the pH; and R. microsporus var. microsporus showed no
change in any fermentative process of the carbon source (Table 2). In the assimilation of nitrogen sources
R. microsporus var. chinensis, R. stolonifer and R. microsporus var. microsporus degraded ammonium
sulphate, urea, ammonium chloride and yeast extract (Table 3). The assimilation of carbon sources from
R microsporus var. chinensis halo degradation was observed in the mannose, xylose and dextrose sources.
R. stolonifer presented in the halo of mannose, fructose, xylose, trehalose, mannitol, dextrose, sucrose
and maltose, and R. microsporus var. microsporus halo of assimilation was not observed in the carbon
sources (Table 4).

3.3 Radial growth of fungal filaments under different conditions

The study of the behaviour of the Rhizopus samples in media with diftferent pH, salinity and temperature
was observed according to radial growth on solid medium. Colonies of R. microsporus var. chinensis. R.
stolonifer and R. microsporus var. microsporus showed better growth in medium with pH 7, 2.5 salinity
and temperature 28 °C taking the whole plate in 96 h cultivation (Fig. 2, 3 and 4).

Table 1. Identification of samples of Rhizopus isolated from soil of the Caatinga-PE.

Rhizopus microsporus 2
Rhizopus stolonifer ]

Fig. 1. Macroscopic and microscopic observation of Rhizopus.
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Table 2. Fermentation of carbon by Rhizopus microsporus var. chinensis, Rhizopus stolonifer and Rhizopus
microsporus var. microsporus isolated from soil of Caatinga.

R. microsporus var. chinensis + = + - = + = 4 -
R. stolonifer + + + + 4 A7 i3 - A
R MiCrosporus var. microsporus = = = = - - = = .

Table 3. Nitrogen assimilation by Rhizopus microsporus var. chinensis, Rhizopus stolonifer and Rhizopus
microsporus var. microsporus isolated from soil of Caatinga.

R. microsporus var. chinensis + A5 +: + =
R. stolonifer + + = T >
R. microsporus var. microsparus + + + 1 -

Table 4. Assimilation of carbon by Rhizopus microsporus var. chinensis, Rhizopus stolonifer and Rhizopus
microsporus var. microsporus isolated from soil of Caatinga.

R. microsporus var. chinensis + - + - = + = S .
R. stolonifer + + + + + + + - +
R. microsporus var. microsporus = - - - - - = s g

=
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Fig. 2. Colony radial growth (mm) of Rhizopus microsporus var. chinensis (A) and Rhizopus stolonifer (B) and
Rhizopus microsporus var. microsporus (C) pH 4, pH 7 and pH 9 at 28 °C for 96 h.

The test for detecting amylase, protease, tannase and polyphenoloxidase in R. microsporus var.
chinensis, R. stolonifer and R. microsporus var. microsporus was not significant for enzyme production.
The production of lipids was observed in R. stolonifer (35.7%), followed by R. microsporus var. chinensis
(12.3%) and R. microsporus var. microsporus (10.8%).
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Fig. 3. Colony radial growth (mm) of Rhizopus microsporus var. chinensis (A) and Rhizopus stolonifer (B) and
Rhizopus microsporus var. microsporus (C) in salinity 2.5% and 5% at 28 °C for 96 h.
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Fig. 4. Colony radial growth (mm) of Rhizopus microsporus var. chinensis (A) and Rhizopus stolonifer (B) and
Rhizopus microsporus var. microsporus ( C) in temperatures of 28 °C, 37 °C and 45 °C for 96 h.

4. Conclusion

The Rhizopus isolated from the Caatinga soil exhibits the ability to grow in different conditions, pH, salinity
and temperature. Tests for assimilation and fermentation of sources of carbon and nitrogen demonstrated
the ability of different substrates to consume high nutritional value for fungi. The results provide substantial
evidence of the behaviour of Rhizopus cultures for obtaining inputs of high commercial value.
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Producao de lipidios por fungo oleaginoso Rhizopus microsporus var. microsporus UCP1304 em
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Estudos foram realizados com Rhizopus microsporus avaliando a deteccdo da acumulacdo de
lipideos, producdo de biomassa, lipideos totais, avaliagdo da composicdo de acidos graxos e
atividade antioxidante, a partir de substratos alternativos (manipueira, milhocina e farelo trigo),
empregando um planejamento fatorial completo de 23, por fermentagdo submersa. A producio de
0leo por R. microsporus foi observada pela coloracdo citoquimica com Sudam Black, ocorrendo
maior concentracdo de lipideos quando o fungo foi cultivado nos substratos agroindustriais. A
fermentacdo submersa demonstrou que 15% de milhocina, 4% de farelo de trigo e 0% manipueira
(ensaio 3) apresentou elevada producdo de biomassa (51,00g/L) e apenas lipidios totais de 8%.
Contudo, com o aumento de milhocina e 5% de manipueira associado a 3% de farelo de trigo (ensaio
12), observou-se 24,50g/L de biomassa e elevada inducdo na acumulagédo de lipideos (69,0%) por
R.microsporus, sendo caracterizado como fungo oleaginoso. A composi¢do quimica dos lipideos
apresentou acido palmitico (C16:0) 23,528%, acido estearico (C18:0) 5,472%, acido oleico (C18:1)
27,232%, &cido linoleico (C18:2) 37,622% e acido gama-linolénico (18:3) 6,146%. O ensaio com
maior acumulo de lipidios (69,0%) foi analisado a sua capacidade de sequestrar radicais livres,
através da atividade antioxidante que apresentou 96,32% na concentracédo de 20 pg/mL do extrato do
lipidio. O meio formulado demonstrou ser promissor e de relevante composicdo quimica,
considerando a eficiéncia na conversdo dos substratos agroindustriais na producdo de biomassa,

lipideos totais e acidos graxos, considerando ainda a grande aplicabilidade de dleos.

Palavras- chaves: residuos industrias, lipidios, acidos graxos, Rhizopus microsporus var.
microsporus
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1 Introdugéo

Os lipidios de micro-organismos servem como base para identificagdo e exploracdo de
oportunidades biotecnoldgicas, que incluem o desenvolvimento de produtos economicamente
competitivos, processos e aplicagbes. A producdo de lipidios por micro-organismos tem sido objeto
de estudo de varios pesquisadores nestes Gltimos anos. Os fungos filamentosos, contudo, apresentam
producbes de lipidios desejaveis devido ao fato de apresentarem altos teores de lipidios contendo
composicao ndo usual de acidos graxos tanto de cadeias curtas, quanto de cadeias longas [1,2].

Nos micro-organismos, os lipidios sdo sintetizados durante a fase de crescimento como parte
de seu processo metabdlico e como reserva de carbono. A composicao, qualitativa e quantitativa de
lipidios varia de espécie para espécie de acordo com as condi¢Bes de cultivo, disponibilidade de
nutrientes e com o estagio de crescimento [3].

Os lipidios microbianos podem apresentam propriedades antioxidantes, protegendo as células
contra danos oxidativos provocados por radicais livres e por espécies reativas de oxigénio [4,5].
Além desta propriedade, desempenham um papel importante na prevencdo de doencas associadas ao
processo de estresse oxidativo como 0 cancer, catarata, arteriosclerose e retardo do processo do
envelhecimento [6,7].

O fungo R. microsporus pertence a ordem Mucorales, classe Zygomycetes, que vivem no solo,
ar e matéria em decomposicdo, crescem bem em substratos como frutas, cereais e paes. Apresenta
um elevado potencial biotecnologico na producao de lipidios [8].

Os subprodutos agroindustrias sdo aqueles provenientes de um processamento industrial, onde
se pode produzir um novo produto. Uma maior utilizacdo € limitada pela falta de conhecimento da
composicdo quimica, viabilidade econdmica e garantia de seguranca alimentar e ambiental dos
subprodutos industriais [9].

Os residuos agroindustriais sdo 0s mais pesquisados como suplementos para constituicdes de
meios de cultura para sintese de produtos desejaveis. Sdo geralmente mais baratos, abundantes e
apresentam composicao rica em material organico [10].

A milhocina € um subproduto da producdo de amido de milho, que apresenta grande
quantidade de nitrogénio, aminoacidos entre outros nutrientes, utilizada principalmente como
suplemento alimentar na fabricacdo de racdo de ruminantes, como também, nutrientes para
microrganismos em fermentacdo industrial, visando a producdo de subprodutos de importancia
comercial. [11, 12, 13].

A manipueira € oriundo do processo da producdo de farinha, de mandioca prensada, sendo esse

efluente descartado sem nenhum tratamento, causando a poluicdo dos cursos de agua (rios e riachos)
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com grandes prejuizos a natureza. A toxidade desse efluente esta relacionada a dois componentes
com forte potencial poluidor, destacando-se a matéria orgénica biodegradavel e o &cido cianidrico
[14]. Esse subproduto é constituido por glicose e outros acUcares, proteinas, celulas descamadas,
laminarina e derivados cianogénicos (&cido cianidrico, cianetos e aldeidos), além de substancias
diversas e diferentes sais minerais, muitos dos quais podem ser fontes de macro e micronutrientes
para plantas e micro-organismos [15].

Quanto ao farelo de trigo [16] confirmam citacdo [17] ao comentarem que o farelo é
produzido em todo mundo em grandes volumes como subproduto da indUstria de moagem do trigo e
que este material ndo deve ser desprezado pois concentra ainda, fonte consideravel de agUcares.

Neste trabalho foi avaliada a influéncia da utilizagdo de rejeitos agroindustriais manipueira
(efluente), milhocina (residuo industrial do beneficiamento do milho) e farelo de trigo na producéo
de biomassa, lipidios totais, acidos graxos e atividade antioxidante por Rhizopus microsporus var.
microsporus UCP1304.

2 Materiais e Métodos

2.1 Micro-organismo

Os estudos foram realizados com a amostra do Rhizopus microsporus var. microsporus UCP1304
isolado do solo da caatinga, Brasil-PE, depositada no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Ambientais — (NPCIAMB), Universidade Catolica de Pernambuco, (UNICAP), registrada
no World Federation Culture for Collection-WFCC, e mantida em meio BDA (Batata Dextrose
Agar), a temperatura de 5°C.

2.2 Substratos

Os substratos utilizados foram manipueira da casa de farinha de Pombos/PE. A milhocina, residuo da
industria de beneficiamento do milho, cedida pela industria Corn. O farelo de trigo obtido em casa
comercial no Recife, Pernambuco- Brasil.

2.3 Condicdes de cultivo e Producdo de Biomassa

O pré-indeulo foi preparado a partir do R. microsporus crescido em meio YMA (Yeast Malt Agar)
durante 5 dias, onde os esporos foram coletados com o uso de swabs, transferidos para agua destilada
estéril e determinado o niUmero de esporos em camara de Neubauer. Aliquotas de 5mL de suspensdo
de esporos contendo 10" esporos/mL foram transferidas para o meio de producéo em frascos de
Erlenmeyers de 250mL com capacidade 100mL dos meios de acordo com o planejamento fatorial 2°,
mantidos sob agitacdo orbital de 150rpm, a temperatura de 28°C, por um periodo de 96h.

2.4 Determinacéo do pH
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O pH das amostras coletadas foram determinadas por potenciometria a partir do meio livre de
celulas.

2.5 Anélise citoquimica

Para analise citoquimica de lipideos, as biomassas foram processadas para visualizacdo em
microscopio de fluorescéncia.

As amostras foram fixadas em paraformaldeido (PFA) e tampé&o salina fosfato (PBS), pH 7,2. Ap6s a
etapa de fixagcdo as amostras foram lavadas em tampao fosfato (PBS). Em seguida foram imersas no
corante Sudan Black B por 10 minutos, em condic¢des de escuriddo. Em seguida foram lavadas em
alcool a 70% para retirar 0 excesso do corante e submetidas a 37 °C por 1 hora. Posteriormente as
amostras foram lavadas com agua destilada e contracoradas com safranina por 30 segundos e
novamente lavas com PBS. As laminas foram montadas utlizando uma gota de glicerina tamponada e

visualizadas ao microscépio optico, as goticulas de 6leo neste método séo coradas em negro [18].

2.6 Extragéo de lipidios totais

Os lipideos foram extraidos de acordo com o método descrito por [19]. 1,0 g da biomassa liofilizada
foram submetidas a extracdes sucessivas de lipideos por trés tempos de cloroférmio: metanol (2:1;
1:1; 1:2 v/v). O material foi agitado por 15 minutos, posteriormente homogeneizado por 24 horas,
apos cada troca de solvente.

Os extratos foram reunidos e combinados e evaporados ate a secura no rotoevaporador. Em seguida 1
a 2 ml de Hexano, foi utilizado para recuperar os lipideos.As respostas para producéo de lipideos
foram calculadas em termo de concentracédo de lipideos(g/ L) ou lipideos totais (%).

Rendimento Percentual Lipideos Totais (%) = massa de lipideos (g) . 100

biomassa seca(g)
2.7 Extracao e metilacao dos acidos Graxos
Os éacidos graxos foram convertidos para ésteres metilicos de acordo com a metodologia de [20]. A
biomassa liofilizada (100mg) foi colocada em um tubo de tampa de rosqueada, misturado com 2ml
de uma solugdo de trifluoreto-de-boro14% em metanol e 2ml de benzeno, encubados “overnight” a
60°C. Apos a incubacdo, 2ml de agua destilada foi adicionado a mistura e os tubos foram agitados no
vortex a 5 minutos. A mistura foi centrifugada a 1700 rpm durante 10 minutos a 40°C. Apds a
centrifugacdo, o benzeno foi removido e evaporado em atmosfera gasosa. Os ésteres metilicos de
acidos graxos foram resuspendidos em n-hexano e analisados por cromatografia gasosa.
2.8 Dosagem da atividade antioxidante
A dosagem de atividade antioxidante foi realizada pelo método fotocolorimétrico in vitro do radical

livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) obtido da SIGMA. Nesse método é preparada uma
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solugéo 0,3 mM de DPPH em etanol. As amostras sdo preparadas adicionando-se 1mL desta solucéo
de DPPH a 2,5 mL de solugdes dos extratos diluidos em etanol a concentragGes de 5, 10, 25, 50, 125
e 250 pg/mL. Nos brancos, ao invés do DPPH, adiciona-se apenas 1 mL de etanol aos extratos
diluidos nas mesmas concentracdes das amostras. O controle negativo é preparado apenas com 1 mL
de DPPH e 2,5 mL de etanol. Como controle positivo foi utilizado o extrato padronizado de Ginkgo
biloba, EGb 761®, que possui alta capacidade antioxidante.

A solucéo de DPPH possui uma coloragdo roxa intensa e a acao antioxidante de um extrato pode ser
visualizada pelo progressivo de descoloramento da solucdo, ao final do qual a mesma torna-se
amarelada. Trinta minutos apds a adicdo de DPPH as amostras, é feita a leitura em um
espectrofotometro de Ultravioleta UV-vis Shimadzu UV 1601 em 518nm. Todas as leituras foram
realizadas em triplicata e, com a média dos dados obtidos foi calculada a diferenca de absorbancia
entre a amostra e 0 branco e as atividades antioxidantes percentuais foram obtidas por regresséo
linear, logaritmica ou exponencial para cada extrato, chegando-se assim a concentracdo necessaria
para se obter 50% do efeito antioxidante maximo estimado de 100% (CEsp) [21].

2.9 Planejamento fatorial completo de 2°

Foi utilizado um planejamento experimental, que compreende um fatorial 2%, com os niveis + 1 e — 1
e 4 pontos centrais (nivel zero). Para analisar os efeitos principais e interacbes das variaveis
concentracdes manipueira, milhocina e temperatura foi utilizado o software STATISTICA versao 6.0
da StatSoft®. Ver tabela 1 e 2.

Tabela 1. Matriz do Planejamento Fatorial Completo 2°

Fator -1 0 +1
Milhocina (%) 15 20 25
Farelo de Trigo (%) 2 3 4
Manipueira (%) 0 5 10

Tabela 2. Planejamento Fatorial 2°, tendo como variaveis Milhocina (%), Farelo de Trigo (%) e
Manipueira (%) variavel resposta a producdo de Biomassa e Lipidios por estirpes de Rhizopus
isolados do solo da Caatinga/PE.

Ensaios Milhocina (% v/v) Farelo de trigo (% v/v) | Manipueira (% Vv/v)

1 15 2 0

2 25 2 0
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3 15 4 0
4 25 4 0
5 15 2 10
6 25 2 10
7 15 4 10
8 25 4 10
9 20 3 5
10 20 3 5
11 20 3 5
12 20 3 5

* Fixo Temperatura

3 Resultados e Discussao

Avaliagdo da producao de lipidios por Sudan Black . A utilizacdo da coloragdo com Sudan
Black em micélio de R. microsporus var. microsporus UCP 1304 cultivado em meio de composicao
definida para Mucorales e a melhor condicdo na producéo de lipidios (69%) com meio contendo
residuos agroindustriais (milhocina, manipueira e farelo de trigo 20, 3 e 5%) pode revelar a presenca
de lipidios sob a forma de corpos de inclusdo de cor escura (Figura 1).

Uma analise das micrografias revela que, na condicdo da composicdo meio Mucorales
apresentou uma baixa inclusao de lipidios homogeneamente distribuidos (Figura 1). Por outro lado, o
crescimento em meio residual (milhocina, manipueira e farelo de trigo) resultou em uma maior
inclusdo de lipidios dispersos no citoplasma celular. A intensidade dessas alteracdes é relacionada
com a concentracdo de fonte de carbono e é mais elevada em culturas cultivadas em residuas
agroindustrias.

A coloracdo de corpos lipidicos de fungos usando o Sudan black foi descrito pela primeira vez
por [22]. Desde entdo, o corante tem sido usado para revelar a presenca de incluses de lipidios
como uma andlise qualitativa para o rastreio e avaliacdo da capacidade de células microbianas para
acumular lipidios [23].

A fisiologia basica de acumulacdo de lipidos nos microrganismos tem sido bem estudada.
Sabe-se que producdo de lipidos requer um meio com um excesso de acglcares ou componentes
similares, tais como glicerol e polissacaridos, mas com pouca outros nutrientes, geralmente

nitrogénio [24].
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Figura 1. Citoquimica do fungo R. microsporus var. microsporus UCP 1304 cultivada no meio de
composicao definida para Mucorales (A) e meios agroindustriais (milhocina 20%, manipueira 5% e
farelo de trigo 3%) (B) com aumento de 40x.

Influéncia de substratos agro-industrial na producdo de biomassa e de lipidios. A
producdo de biomassa e lipidios totais por R. microsporus var. microsporus UCP 1304 utilizando
manipueira, farelo de trigo e milhocina, através de um planejamento fatorial completo 23 estéo
apresentadas na Tabela 3. Observou-se que o0 ensaio 3 utilizando 15% de milhocina, 4% de farelo de
trigo e 0% manipueira apresentou a maior producao de biomassa obtidas nos ensaios correspondendo
a um total de 51,00g/L e uma producéo de lipidios totais de 8%. A condi¢do 12 do ponto central que
utilizou as seguintes concentragdes 20% milhocina, 3% de farelo de trigo e 5% de manipueira foi a
que melhor produziu lipidios totais, apresentando um total de 69%. O pH dos meios variam de 6,00 a
7,00, destacando-se que a maior producdo de biomassa e de lipidios foram obtidas na faixa de 6,30.

Os resultados expressos no Diagrama de Pareto (Figura 2 e 3) contendo os efeitos
padronizados para um nivel de 95% de confianca, representados pelo valor de p, com as seguintes
variaveis independentes: manipueira, milhocina e farelo de trigo, assim como suas associacoes,
influenciaram no rendimento de biomassa e de lipidios totais. Sendo que a manipueira foi a variavel
independente mais relevante para produgdo de biomassa, enquanto que, a milhocina foi a variavel
independente mais relevante para producédo de lipidios totais, por ambas estarem acima dos valores
de p.

A concentracdo de 20% de milhocina, 3% de farelo de trigo e 5% de manipueira dos residuos

agroindustrias foram utilizados para o beneficiamento a producdo de lipidios em Rhizopus
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microsporus. O R. microsporus apresentou uma porcentagem de 69% de lipideos em sua biomassa
seca a 28° C sendo sua maior produgdo em relagdo aos ensaios testados. Ver Tabela 3.

A exploracéo de residuos agroindustrias como matéria-prima aplicada a converséo de lipideos
por micro-organismos oleaginosos, apresenta ser um destino promissor para a industria e meio
ambiente [25].

O farelo de trigo obtida a partir do processo de separagéo no beneficiamento do cereal ndo se
caracteriza como fonte de lipidios porque esses se encontram fortemente concentrados no gérmen
[26, 27]. Uma alternativa para agregar valor a esses subprodutos seria utiliz&-los como substrato em
processo fermentativo, empregando espécies fingicas que poderiam aumentar o nivel de proteina
digerivel, propiciar maior aproveitamento de outros nutrientes por animais monogastricos, ou alterar
seu perfil em &cidos graxos essenciais [28,29].

No estudo [30] em que o fungo Mortierella sp., um fungo da ordem Mucorales, apresentou
crescimento significativo em concentracdes de glicose, observando que o micro-organismo néo
obteve crescimento significativo em relacdo as outras fontes de carbono. Contudo essas informacgdes
apoiam os resultados obtidos por residuos agroindustriais (milhocina, manipueira e farelo de trigo)
na producéo de lipidios e acidos graxos.

Os valores maximos da biomassa produzida foram superiores ao estudo [31] com o fungo M.
isabelina cultivada em fonte de lactose, onde neste a mais alta producdo foi igual a 11,48g/L para
uma concentracdo de 12% de lactose em relagdo ao fungo R. microsporus que apresentou a maior
producdo de 51,00g/L na concentracdo de 15% de milhocina e 4% de farelo de trigo.

Os resultados [32] com o fungo M. isabelina cultivado em glicerina e limitacdo de nitrogénio
produziu quantidades significantes de lipideos, 4,4g/L, cerca de 50%, um resultado foi considerado
importante, dado que o glicerol ndo é um substrato adequado para producéo de lipideos por varios
Zygomicetos oleaginosos em contraste com varios acucares, polissacarideos e materiais gordurosos.
Ja em estudo realizado [33] utilizando a M. isabelina cultivado em lactose como fonte de carbono, a
concentracdo maxima de 6leo microbiano encontrada foi de 3,65 g/L e o rendimento microbiano de

6Oleo foi de 12,11% obtidos a partir da biomassa cultivada numa concentracdo de 16,0% de lactose.
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Tabela 3: Crescimento de R. microsporus var. microsporus UCP 1304 (biomassa g/L), producédo de
lipidios totais (%) e pH do meio contendo manipueira, milhocina e farelo de trigo ap6s 96hs de

fermentacdo a 28°C.

Ensaios

g B~ W N

© 00 N O

11
12

pH

6,66
6,05
6,30
6,00
7,00

6,10
6,63
6,06
6,11
6,30
6,14
6,30

Biomassa Seca
(9/L)
33,90
27,00
51,00
17,00
40,70

36,00
43,30
30,90
29,30
27,00
25,00
24,50

Lipidios totais
(%)
9
22
8
15
14

18
11
51
60
59
65
69
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Figura 2: Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis utilizadas para a producado de Biomassa por
R. microsporus var. microsporus UCP 1304 em meio contendo manipueira, milhocina e farelo de
trigo apds 96hs de fermentacéo a 28°C por 150rpm

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Lipidios Totais
2**(3-0) design; MS Pure Error=21,58333
DV: Lipidios Totais

(z)Mampueira// //// /////3,5044078
w
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=,05

Figura 3: Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis utilizadas para a producdo de lipidios totais
por R. microsporus var. microsporus UCP 1304 em meio contendo manipueira, milhocina e farelo de
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trigo apds 96hs de fermentacéo por 150rpm.

Caracterizacao dos &cidos graxos. Os resultados obtidos com a extracdo e metilacdo dos
acidos graxos da biomassa seca do micro-organismo cultivado em meio agroindustriais (milhocina,
farelo de trigo e manipueira 20, 3, 3%) podem ser analisados na Tabela 4.

Como observado na Tabela 4 os maiores picos alcancados nas analises cromatograficas dos
acidos graxos dos fungos, foram do acido linoléico (C18:2) seguido do acido oléico (C16:0) e do
palmitico (C18:2).

Coincidindo com trabalhos anteriores com fungos da ordem Mucorales, como por exemplo
M. circinelloides, C. echinulata, Z. moelleri, R.stolonifer, apresentando o mesmo perfil de acidos
graxos obtidos neste trabalho, a dominancia dos picos alcangados nas analises cromatograficas, do
acido oléico, &cido palmitico e &cido linoléico [34].

O éacido linoléico é um acido graxo essencial na dieta humana, sendo percursor do acido
araquidonico [35].

O acido linoléico apresenta o potencial rapido de cicatrizacdo de feridas, por abreviar a fase
inflamatoria quando ingerido. Ainda 0 mesmo autor, conclui que a ingestéo de acido oléico modula a
fase inflamatoria, porem o reparo tecidual ndo significante quanto o uso de acido oleico. O
tratamento topico esta relacionado a hidratacdo e elasticidade da pele que impedi a entrada de
microrganismos e a perda de dgua para 0 meio externo [36]. Sendo assim, a fonte de acido linoléico
por micro-organismos também parece promissora para area farmacéutica.

Os micro-organismos Cunninghamella japonica, Cunninghamella echinulata Mortierella
rammaniana, Mucor sp, Rhizopus sp., sdo considerados fontes promissoras na produ¢do de y-
linolénico [37, 38, 39, 40, 41]. Em nosso estudo o Rhizopus microsporus produziu uma quantidade
signigicativa deste em meio formulado com milhocina, farelo de trigo e manipueira 20, 3, 3%,
respectivamente. Sendo o meio agroindustrias uma condi¢cdo nutritiva promissora para do acido y-
linolénico (w-6)

Ao cultivar C. echinulata em meio com glicose e cascas de laranjas, verificou que a glicose
como fonte de carbono, apresentou maior producao y-linolénico, do que no residuo [42].

O acido y-linolénico é um importante intermediario na biossintese de prostaglandina

biologicamente activo a partir de acido linoleico [43].
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Tabela 4. Composicdo em porcentagem dos &cidos graxos de biomassa cultivada em meio
agroindustriais (milhocina, farelo de trigo e manipueira 20, 3, 3%), R. microsporus var. microsporus
UCP 1304 a 28° C, em 96h.

Acidos Graxos %
Acido Palmitico (C16:0) 23,528
Acido Esteérico (C18:0) 5,472
Acido Oléico (C18:1) 27,232
Acido Linoléico (C18:2) 37,622
Acido Gama-linolenico (C18:3) 6,146

Analise da atividade antioxidante. A atividade antioxidante é avaliada a partir da geracdo de
radicais livres que esta diretamente relacionada a processos oxidativos, porém, se a producao destes
radicais supera a capacidade antioxidante em um sistema vivo, estes podem reagir com lipidios,
proteinas e com o DNA conduzindo a danos estruturais/funcionais nas células, enzimas e material
genético levando a inimeras patologias.

Os resultados obtidos foram avaliados a partir da capacidade do DPPH em reagir com 0s
doadores de hidrogénio. As analises foram realizadas em diferentes concentracdes do extrato de
lipidios (20, 40, 50, 60, 70 80, 100, 150, 200 e 250 pg/mL) demonstrando que na concentracao de 20
pg/mL houve um maior valor da atividade antioxidante (96,32%). Quando a um aumento da
concentracdo do extrato de lipidios diminui a acdo da capacidade do DPPH em reagir com o
hidrogénio. Observado na figura 4.

Alguns autores recomendam a utilizacdo do método DPPH por ser um recurso facil e preciso
para a avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais [44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52].

O método de DPPH ¢é o mais simples e facil, tendo em conta a seu baixo custo para a

avaliacdo atividade antioxidante de uma amostra [53].
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Figura 4: Atividade antioxidante de lipidio totais obtido a partir do fungo R. microsporus var.
microsporus UCP 1304 cultivado em meio agroindustrias (milhocina 20%, farelo de trigo 3% e
manipueira 5%).

Conclusdo. Os meios agroinddstrias obtida a partir de insumos industrias demonstra ser uma
excelente fonte de carbono com potencial de aplicagio como meio de cultura para o crescimento do
R. microsporus var. microsporus UCP 1304. A composi¢cdo quimica da milhocina apresenta
nutrientes fundamentais para o crescimento e producdo de metabolitos do fungo apresentando
resultados promissores e inovadores na producéo de lipideos, observado principalmente na estrutura
celular através da coloracdo do Sudan Black e por sua quantidade de armazenamento, no potencial na
producdo do &cido palmitico, acido oleico e o &cido linoleico e na atividade antioxidante. A
milhocina, o farelo de trigo e manipueira oriunda da producédo de insumos agroinddstrias apresenta
potencial biotecnoldgico para producdo de biomassa e de lipideos por R. microsporus var.
microsporus UCP 1304.
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CAPITULO 4

Produgcdo de Biossurfactante por Rhizopus microsporus var. microsporus UCP1304

utilizando residuos agroindustriais
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Producéo de Biossurfactante por Rhizopus microsporus var. microsporus UCP1304utilizando
residuos agroindustriais

Jaceline MNL" Grayce KBS " Thayse ALS "~ Kaoru Okada - Campos-Takaki GM

Resumo
O biossurfactante produzido por linhagem de fungo filamentoso, Rhizopus microsporus var.

microsporus, isolado do solo da Caatinga de Pernambuco, Brasil, apresentou resultados
significativos para a biomolécula. A producdo do biossusfactante foi realizada através de um
planejamento fatorial completo 2° com varidvei dependente milhocina, manipueira e farelo de
trigo.O biotensoativo foi produzido por R. Microsporus var. microsporus em 96 horas, 0 ensaio 11
(20% de milhocina, 3% de farelo de trigo e 5% de manipueira) a pH 6,14 reduziu a tensdo superficial
da agua de 72mN/m para 28,50mN/m e indice de emulsificdo (E,4) de 90%, utilizando 6leo de motor
queimado. A nova molécula mostrou composicdo quimica por 59% de lipideos, 20,90% de
carboidratos e 16% de proteinas. O indice de emulsificacdo e tensdo de superficie do biotensoativo
produzido eram estaveis a temperaturas que variam de 0-100 (° C), pH (2-12) e os valores de
concentracdo de NaCl (2-12% w / v). O rendimento do biotensioactivo foi estimado em 3,64¢g / L.
Estes estudos indicam que 0s recursos renovaveis, relativamente baratos e facilmente disponiveis
podem ser utilizados para importantes processos biotecnolégicos.

Palavras-chaves: bioemulsificante; fungo filamentoso; Rhizopus; residuos de baixo custo

Introducéo

Atualmente os biossurfactantes apresentam importante papel na area médica como atividade
antimicrobianas incluindo antifingica, antibacteriana, antimicoplasma e antiviral além da aplicacédo
preventiva para retardar o crescimento de biofilmes patogénicos em cateteres e outros materias
médicos insercionais, levando a diminuicdo de infec¢bes hospitalares sem a necessidade de farmacos
ou agentes quimicos sintéticos (Singh and Cameotra, 2004). Eles tém sido usados para transfeccao
génica (Nakanishi, 2003), adjuvantes para antigenos (Mittenbuhler, 1997), uso como probiotico
(Bengmark, 1998), inibidores da formacdo da rede de fibrina e ativadores da via de fibrindlise
(Kikuchi and Hasumi, 2002). Um dos mais benéficos usos dos biossurfactantes € como antiadesivos
(Singh e Cameotra, 2004).

Os biossurfactantes sdo biomoléculas tensoativos produzidos por células vivas,
principalmente por microorganismos. Eles sdo compostos bioquimicos anfifilicas que contém tanto
porcdes hidrofobas e hidrofilas que permitem a particdo na interface entre regifes polares e ndo
polares. Eles sdo produzidos por uma variedade de microorganismos, principalmente por bactérias,

fungos e leveduras (Franzetti et al., 2011).
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O fungo R. microsporus pertence a ordem Mucorales, classe Zygomycetes, que vivem no solo,
ar e matéria em decomposicdo, crescem bem em substratos como frutas, cereais e pées. Apresenta
um elevado potencial biotecnolégico na producdo de insumos alto valor agregado(Ribes, 2000).

Os residuos agroindustriais sdo 0s mais pesquisados como suplementos para constituicdes de
meios de cultura para sintese de produtos desejaveis. Sdo geralmente mais baratos, abundantes e
apresentam composicao rica em material organico (Santos et al., 2005)

A milhocina é um subproduto da producdo de amido de milho, que apresenta grande
quantidade de nitrogénio, amino4cidos entre outros nutrientes, utilizada principalmente como
suplemento alimentar na fabricacdo de racdo de ruminantes, como também, nutrientes para
microrganismos em fermentacdo industrial, visando a producdo de subprodutos de importancia
comercial. (Amartey et al, 2000., Fontes et al., 2008., Domingos, 2009).

A manipueira é oriundo do processo da producdo de farinha, de mandioca prensada, sendo
esse efluente descartado sem nenhum tratamento, causando a poluicdo dos cursos de agua (rios e
riachos) com grandes prejuizos a natureza. A toxidade desse efluente esta relacionada a dois
componentes com forte potencial poluidor, destacando-se a matéria organica biodegradavel e o acido
cianidrico (Mesel, 2007). Esse subproduto € constituido por glicose e outros agucares, proteinas,
células descamadas, laminarina e derivados cianogénicos (&cido cianidrico, cianetos e aldeidos),
alem de substancias diversas e diferentes sais minerais, muitos dos quais podem ser fontes de macro
e micronutrientes para plantas e micro-organismos (Ponte, 2000).

Quanto ao farelo de trigo (Zacchi et al, 2005) confirmam citacdo (Lima, 2003) ao
comentarem que o farelo é produzido em todo mundo em grandes volumes como subproduto da
industria de moagem do trigo e que este material ndo deve ser desprezado pois concentra ainda, fonte
consideravel de acgucares.

Neste trabalho foi avaliada a influéncia da utilizacdo de rejeitos agroindustriais manipueira
(efluente), milhocina (residuo industrial do beneficiamento do milho) e farelo de trigo na producao

de biossurfactante por R. microsporus var. microsporus UCP 1304.

Material e Métodos

Micro-organismo

Os estudos foram realizados com a amostra do R. microsporus var. microsporus UCP 1304 isolado
do solo da caatinga, Brasil-PE, depositada no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Ambientais — (NPCIAMB), Universidade Catolica de Pernambuco, (UNICAP), registrada

no World Federation Culture for Collection-WFCC, e mantida em meio BDA (Batata Dextrose
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Agar), a temperatura de 5°C.

Substratos

Os substratos utilizados foram manipueira da casa de farinha de Pombos/PE. A milhocina, residuo da
industria de beneficiamento do milho, cedida pela indastria Corn. O farelo de trigo obtido em casa
comercial no Recife, Pernambuco- Brasil.

Condicgdes de cultivo e Produgéo de Biossurfactante

O pré-inéculo foi preparado a partir do R. microsporus var. microsporus UCP 1304 crescido em
meio YMA (Yeast Malt Agar) durante 5 dias, onde os esporos foram coletados com o uso de swabs,
transferidos para dgua destilada estéril e determinado o nimero de esporos em cadmara de Neubauer.
Aliquotas de 5mL de suspensdo de esporos contendo 10" esporos/mL foram transferidas para 0 meio
de producéo em frascos de Erlenmeyers de 250mL com capacidade 100mL dos meios de acordo com
o planejamento fatorial 2° (Tabela 1 e 2), mantidos sob agitacdo orbital de 150rpm, a temperatura de
28°C, por um periodo de 96h.

Cinética de crescimento e producéo de biossurfactante.

O crescimento de estirpes de R. microsporus var. microsporus UCP 1304 foi acompanhado por
biomassa e os resultados foram expressos em (g/L). Aliquotas foram coletadas em intervalos de
tempo definidos e submetidos a analise para determinacdo de biomassa, pH e tensdo superficial.
Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata .

Determinacéo do pH

O pH das amostras coletadas foram determinadas por potenciometria a partir do meio livre de
celulas.

Determinacéo da tenséo superficial

Para a determinacdo da tensdo superficial o liquido metabdlico livre de células contendo o
biossurfactante ap6s 96 horas de cultivo, foi medido em um tensidmetro digital tensitech (modelo
JZYW_ 200 A) utilizando-se o anel de DU NUQY, através de sua imersao no liquido, registrando-se
a forca requerida para retird-lo através da interface ar-liquido.

indice de emulsificacio

Foi adicionado 1,0 mL do liquido metabdlico livre de células a 1,0 mL de 6leo queimado de motor e
demais 6leos como soja e milho, em tubos graduados, e a mistura foi agitada em vortex por um
minuto. Apo6s 24 horas de repouso, as emulsdes foram formadas e calculou-se a altura da emulsédo
pela altura total da mistura multiplicado por 100, sendo o resultado expresso em porcentagem.
Determinacdo da estabilidade do biossurfactante relacionada a manutencdo da tensdo

superficial e a capacidade de emulsificacdo
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A estabilidade do biossurfactante foi avaliada a partir da condigdo selecionada do planejamento
fatorial composto, de acordo com a determinacdo da tensdo superficial e indice de emulsificacdo do
liqguido metabdlico livre de células com diferentes pHs (2,4,6,8,10 e 12), diferentes
concentracdes de Nacl (2%, 4%, 6%, 8%, 10% e 12%) e diferentes temperaturas ( 0°C, 5°C, 70°C,
100°C), por 60 minutos.

Isolamento do biossurfactante

Apbs 96 horas de cultivo da melhor condicdo selecionada do planejamento fotorial completo 2°,
devido a menor tensdo superficial, o liquido metabolico foi centrifugado 4000 rpm durante 20
minutos para retirada das células e submetido ao processo de extracdo. O pH foi ajustado para 2 com
uma solugéo de HCI 6,0M e precipitado com 2 volumes de Etanol absoluto (2:1 v/v), mantido em
repouso por 24 horas a 4°C. Apds esse periodo foi realizada a 4000rpm centrifugacdo por 30min.
Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e o biossurfactante extraido foi submetido a dialise com
agua deionizada por 24h, com trocas a cada 4h para a remoc¢do do sal aderido a amostra. O
precipitado foi recolhido e liofilizado, sendo o rendimento do produto isolado, calculado em g. L™.
Concentracdo Micelar Critica (CMC)

O biossurfactante isolado foi solubilizado em agua em diferentes concentragdes (0.001, 0.01, 0.03,
0.05, 0.1, 1, 1.5, 2 e 2.5%) e depois suas tensdes superficiais foram medidas. A CMC foi alcancada
depois de observar um valor constante da tenséo superficial medida em tensiometro automatico.
Caracterizacao fisico-quimica (proteinas, carboidratos e lipideos)

As proteinas foram quantificadas pelo kit Labtest (Brasil) utilizando albumina como padréo, os
carboidratos pelo método do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956) utilizando glicose como
padrédo e os lipidios foram quantificados ap0s extracdo utilizando cloroférmio e metanol seguindo
metodologia de Manocha et al., (1980).

Tabela 1. Matriz do Planejamento Fatorial Completo 2°

Fator -1 0 +1
Milhocina (%) 15 20 25
Farelo de Trigo (%) 2 3 4

Manipueira (%) 0 5 10
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Tabela 2. Planejamento Fatorial 2°, tendo como varidveis Milhocina (%), Farelo de Trigo (%) e
Manipueira (%) variavel resposta a producdo de Biossurfactante e pH por Rhizopus microsporus
isolados do solo da Caatinga/PE.

Ensaios Milhocina (% v/v) Farelo de trigo (% v/v) | Manipueira (% v/v)
1 15 2 0
2 25 2 0
3 15 4 0
4 25 4 0
) 15 2 10
6 25 2 10
7 15 4 10
8 25 4 10
9 20 3 5
10 20 3 5
11 20 3 5
12 20 3 5

* Fixo Temperatura

Resultados
Producao de Biossurfactante por R. microsporus var. microsporus UCP 1304

A composicdo e as caracteristicas dos biossurfactantes produzidos por micro-organismos sao
influenciadas pela natureza das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas. Neste trabalho foram
utilizados milhocina e o farelo de trigo como fonte de carbono e manipueira como fonte de
nitrogénio para a producdo de biossurfactante por R. microsporus var. microsporus UCP 1304
crescido por 96 horas, utilizando um planejamento fatorial 2%, com variaveis dependentes e
independentes. Os resultados demonstraram que o fungo tem a capacidade de reduzir a tensdo de
superficie a 28,50mN/m em um pH de 6,30, comparando com a da agua (70mN/m). A melhor
condicao foi confirmada utilizando 20% de milhocina, 5% de manipueira e 3% de farelo de trigo
descritos na tabela 3. Todas as analises foram realizadas a partir desta condicdo selecionada para
investigar a producdo de biossurfactante. De acordo com o Diagrama de Pareto, ilustrados nas
Figuras 1, para um nivel de confianca de 95%, representados pelo valor de p, foi observado que o

aumento das concentragfes de manipueira, de farelo de arroz e de milhocina exerceram efeitos
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positivos, estatisticamente significativos, sobre a diminuicdo da tens&o superficial e as  interacGes
da milhocina com a manipueira, da manipueira com o farelo de trigo e a milhocina com o farelo de

trigo influenciaram na reducéo da tenséo superficial, mas ndo foram estatisticamente significativas.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Tens&o superficial (mN/m)

@)Manipueira (%) 7 4,38178

(3)Farelo (%) %j ﬁf jy A{/ 2,19089

(1)Milhocina (%) 1,095445
1by2 0,
2by3 0,
1by3 0,

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 1: diagrama de Pareto para a reducdo da tensdo superficial (mN / m), as estimativas de
efeitos que foram estatisticamente significativas (p = 0,5) sdo indicados pela linha tracejada.

Tabela 3: Os resultados de producdo de biossurfactante por R. microsporus var. microsporus UCP
1304, utilizando planejamento fatorial completo 2° com repeticdes do ponto central, & 96 horas de
crescimento.

Ensaios pH Tensao Superficial

mN/m
1 6,66 50,20
2 6,05 50,70
3 6,30 45,10
4 6,00 51,20
5 7,00 43,10
6 6,10 42,30
7 6,63 35,20




83
POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE AMOSTRAS DE Rhizopus NA PRODUGAO DE LIPIDIOS

8 6,06 43,40
9 6,11 28,90
10 6,30 29,10
11 6,14 28,50
12 6,30 29,70

Cinética de Crescimento, pH e producdo de Biossurfactante por R. microsporus var. microsporus
UCP 1304

O estudo demonstrou um perfil de crescimento gradual nas primeiras 96 horas, com pequenas
modificacOes, até ao fim do cultivo Figura 2. O crescimento nas primeiras 96 horas de cultivo
mostrou atingindo um valor méaximo de 18,30 g/L, apds a fase exponecial de crescimento. Ao
decorrer do tempo de crescimento microbiano (120 a 144 horas) foi observado a fase estacionaria. A
tensdo superficial reduziu até as 120 horas de crescimento, com valores inferiores a 44mN/m, e
continua a reduzir para 29,40mN/m. O pH é um fator que também determina a producdo de
biomoléculas, a escala variou entre 5,5 a 7,00. As fontes de carbono e nitrogénio influenciaram o tipo

e as propriedades do biossurfactante e a producédo de biomassa.

Biomassa {g/fL)

30 ‘”"""--.. g BT | -G
¥ -——

Tensio superficial (mN/m)

0 24 48 72 96 1z0 144

= fll= Tensio e Eicomassa

Figura 2: Cinética do crescimento, tensdo superficial e o pH utilizando residuos agroindustriais
(20% de milhocina, 5% de manipueira e 3% de farelo de trigo)
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Caracteristicas de emulsificacdo do biossurfactante

Bioemulsificantes sdo tensoativos que tém a capacidade de formar e estabilizar emulsdes.
Neste contexto, foi determinado o indice de emulsificagdo, por meio de um teste quantitativo para
avaliar a ocorréncia de formacdo e estabilizacdo de emulsbes. Ap6s 24 horas, observou-se a
estabilizacdo de emulsdes em condicOes selecionadas, com valores de cerca de 90%, usando o 6leo
de motor queimado como o substrato hidrofébico. Estes resultados demonstram que o biotensoativo
produzido tem significativas propriedades emulsionantes. Varios autores tém considerado
quantidades significativas acima de 50% emulsificagdo. Além de reduzir a superficie e as tensdes
interfaciais, biossurfactantes geralmente exibem uma capacidade emulsificante. A Figura 3 mostra o
comportamento médio de atividade emulsionante de 96 horas de cultivo. Os melhores resultados

relativos a atividade de emulsificacdo, foram obtidos utilizando 6leo de motor queimado.

100 -
90 -
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70 -
60 -
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20 -
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indice de Emulsificagdo IE,,

Q
|

Substratos Hidrofdbicos

Figura 3: Indice de emulsificagio (E24) em diferentes substratos hidrofobicos.

Estabilidade do Biossurfactante

O biossurfactante selecionado foi testado em diferentes concentracdes de NaCl (2, 4, 6, 8 e
10%) apresentando-se estavel nas elevadas concentracGes, sugerindo a sua possivel aplicacdo em
ambiente com elevada concentracdo de NaCl mantendo-o eficaz a reducdo da tensdo superficial. A
estabilidade térmica (0,5,70,100°C) do liquido metabdlico livre de células mostrou ser termicamente
estdvel. Com o aumento gradual do pH foi observado uma estabilidade notavel no valor da tencao
superficial até o pH 12. O caldo isento de células de R. microsporus foi ajustado a varios pH na razdo

de 2-12, a temperatura ambiente, ap6s foram medidas a atividade superficial. As tensbes superficiais
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foram mantidas praticamente uniforme em todos os pHSs, indicando que a variacdo do pH néo teve
efeito significativo sobre a tenséo superficial ou indice de emulsificacdo (Figura 4).
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Figura 4: Estabilidade do biossurfactante produzido por R. microsporus var. microsporus UCP 1304
usando (20% de milhocina, 5% de manipueira e 3% de farelo de trigo).
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Rendimento, Composi¢do quimica e a CMC do Biossurfactante

O rendimento do biossurfactante de R. microsporus var. microsporus UCP 1304 ap6s a
extracdo com etanol a 70% Foi de 3,64g/L. Estes resultados mostraram que fungo da ordem
Mucorales R. Microsporus é excelente produtor tensoativo/bioemulsificante. Os resultados da
caracterizagdo fisico-quimica do biossurfactante produzido por R. microsporus var. microsporus
UCP 1304 possui 59% de lipideos, 20,90% de carboidratos e 16% de proteinas. Em nossos estudos,
0 biossurfactante produzido por R. microsporus formou micelas em solugdo aquosa e alcancou a
CMC a uma concentracdo de 1,0%. A confirmacdo do alcance da CMC ocorreu apos a adi¢cdo de
concentracdes elevadas de biossurfactante que ndo alterou o valor da tensdo superficial em solucao
aquosa permanecendo o valor da tensdo superficial semelhante ao do meio de producdo (29,40
mN/m) (Figura 5).
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Figura 5 — Concentragdo Micelar Critica (CMC) do biossurfactante de R. microsporus var.
microsporus UCP 1304 avaliado pela medicdo da tensdo superficial
Discussdes

Conforme a literatura existe poucos fungos que sdo capazes de reduzir a tensdo superficial em
relacdo as bactérias, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, que possuem resultados mais
significativos no que diz respeito a reducdo da tensdo. No entanto, as leveduras apresentaram
melhores valores na reducdo da tensdo superficial conforme Bhardwaj et al (2013). A melhor
producdo de biotensoativo por Fusarium sp foi BS-8 fator que ajudou na reducdo da tensdo
superficial da agua 72-32mN/m sob a condicdo de pH 7,0, e uma temperatura de 30° C (Silva, 2002).

Estirpes de micro-organimos com tensdo superficial 35mN/m apresentam ser bons produtores de
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biossurfactante, quando os valores sdo menores que 35mN/m 0s micro-organismos podem ser
considerados um produtor eficiente (Dantigny et al., 2005). Os biossurfactantes sdo capazes de
reduzir a tensdo superficial e interfacial e tem a capacidade de misturar solu¢fes ndo misciveis. Essas
propriedades oferecem caracteristicas importante aos biossurfactantes, como emulsificacdo,
detergéncia e uma menor viscosidade (Banat et al., 2000).

A composicdo e as caracteristicas dos biossurfactantes produzidos por micro-organismos sdo
influenciadas pela natureza das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, assim como pela presenca
de fésforo, ferro, manganés e magnésio no meio de producdo. Além disso, outros fatores, como pH,
temperatura, agitacdo e forma de conducao do processo sdo extremamente importantes na quantidade
e na qualidade do biossurfactante produzido (Banat, 1995).

A producdo de biossurfactante pode ser espontanea ou induzida pela presenca de compostos
lipofilicos, por variagbes de pH, temperatura, aeracdo e velocidade de agitacdo, ou ainda, quando o
crescimento celular € mantido sob condices de estresse, como baixas concentragdes da fonte de
nitrogénio (Desai e Banat, 1997).

A producdo de biosurfactantes por resting cells é uma forma de producdo em que ndo ha
multiplicacdo celular. Contudo, as células continuam a utilizar a fonte de carbono para producéo do
biossurfactante (Desai e Banat, 1997). Na literatura ha alguns exemplos de producdo de
biossurfactantes por resting cells de leveduras, como a producdo de manosileritritol por Candida
Antarctica (Kitamoto et al., 1992) e producéo de soforolipideos por Torulopsis bombicola (Gobbert
et al., 1984; Casas e ochoa, 1999) e Candida apicola (Hommel e Huse, 1993), dentre outros.

A maioria dos biossurfactantes é geralmente produzida quando as culturas alcangcam a fase
estacionaria de crescimento (Ron e Rosenberg, 2001). Porém algumas espécies podem apresentar
pequena producdo durante a fase exponencial de crescimento. Apesar da producdo de
bioemulsificante por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 ocorrer durante a fase exponencial de crescimento,
a atividade de emulsificacdo mais significativa ocorreu durante a fase estacionaria (Fontes et al.,
2008).

O pH do meio é um fator extremamente importante que desempenha um papel importante na
producdo de biossurfactante. Zinjarde e Pant (2002) relataram o efeito do pH inicial na producéo de
um biotensoativo por Y. lipolytica. A producdo maxima de biotensoativo obtida a pH 8.0, que é o pH
natural da &gua do mar. O outro parametro importante é a acidez da condi¢do de cultura na producdo
de biossurfactante por C. antarctica e C. Apicola (Bednarski et al., 2004).

Bioemulsificantes sdo tensoativos que tém a capacidade para formar e estabilizar emulsGes
(Kiran et La., 2009). A producéo de bioemulsificante por Y. lipolytica foi avaliada frente a diferentes

fontes de nitrogénio: sulfato de amdnio, cloreto de aménio, nitrato de amonio, uréia e nitrato de
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sodio. Os resultados mostraram que sulfato de amdnio e cloreto de aménio foram as fontes de
nitrogénio que propiciaram maior atividade de emulsificacdo, enquanto que esta atividade foi
reduzida a metade quando se utilizou nitrato de amdnio e uréia. Nao foi detectada atividade de
emulsificagdo quando o nitrato de sodio foi utilizado ((Kitamoto et al., 1992).

Durante as duas Ultimas décadas os biossurfactantes tém estado sob investigacdo continua.
esperando um com potencial para substituir os surfactantes sintéticos. Varias aplicacdes industriais e
ambientais relacionadas, principalmente a propriedades como a detergéncia, emulsificacédo, dispersao
e a solubilizacdo de compostos hidrofébicos (Banat et al., 2010). Devido as suas propriedades, como
biodegradabilidade, compatibilidade ambiental, baixa toxicidade, alta seletividade e atividade
especifica em temperaturas extremas, pH e salinidade terem conquistado uma maior importancia em
aplicacbes industriais e ambientais, tais como biorremediacdo, lavagem do solo, recuperacéo
avancada de petrdleo e outros processamentos de 6leo relacionados as industrias em geral (Banat et
al., 2000; Ron e Rosenberg, 2002; Pacwa-Plociniczak et al., 2011; Makkar et al., 2011; Mukherjee
et al., 2006).

A Concentracdo Micelar Critica (CMC) e uma propriedade que avalia a eficiéncia da atividade
surfactante (SAHARAN et al., 2011, MAKKAR e CAMEOTRA, 2011). Varios microorganismos
possuem capacidade de produzir moléculas com atividade interfacial. Nas Gltimas décadas tem-se
aumentado o interesse em identificar e isolar novos microorganismos produtores de moléculas tenso-
ativas que apresentem boas caracteristicas surfactantes, como baixa concentracdo micelar critica
(CMC), baixa toxicidade, alta atividade de emulsificacdo, dentre outras (Rosenberg e Ron, 1999).

A utilizacdo industrial dos biossurfactantes tem sido dificultada devido aos altos custos de
producdo associados ao uso de substratos dispendiosos. Por outro lado, estes custos podem ser
significativamente reduzidos pelo uso de fontes alternativas de nutrientes, com baixo custo, bem
como através da obtencéo de altos rendimentos em produtos (Thanomsub et al., 2004). Uma possivel
solucdo seria o reaproveitamento de subprodutos industriais como, por exemplo, aqueles
provenientes da agroindustria.

Essa estratégia diminui os custos da producdo do biossurfactante e, conseqlientemente, reduz a
poluicdo causada por esses rejeitos quando lancados no meio ambiente (Maneerat, 2005). A maioria
das industrias alimenticias utiliza gorduras e 6leos, gerando grandes quantidades de residuos graxos.
Com o acumulo desses residuos, tem aumentado o interesse na utilizacdo desses materiais como

fonte de nutrientes para transformacdo microbiana (Makkar e Cameotra, 2002).
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Conclusao

O novo biossurfactante produzido pelo fungo Rhizopus microsporus var. microsporus UCP
1304, além de ser um bom surfactante, tem propriedades atraentes como um tensoativo e composto
emulsificante. O biossurfactante tem varias propriedades e ndo é afetado pela temperatura , pH e
concentracdo de cloreto de sodio. A composicdo bioquimica apresenta um novo biotensioativo,
constituido por lipideos (59 %) , carboidratos (20,90 %) e proteinas (16 %). Esta abordagem do
biotensioativo produzido por Rhizopus microsporus var. microsporus UCP 1304 representam, uma
ferramenta simples e de baixo custo Considerando as varias propriedades que poderiam ser atraente e

potente composto ativo de superficie e emulsificante Gtil em muitos campos da industria.
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CONCLUSOES GERAIS

O R. microsporus var. microsporus UCP 1304 isolado do solo da Caatinga, Pernambuco,
Brasil, apresentou potencial biotecnologico para produzir simultaneamente lipidios e
biossurfactante em meio contendo residuos agro-industriais (milhocina, manipueira e farelo

de trigo);

A estirpe de R. microsporus var. microsporus UCP 1304 é considerado um micro-organismo
oleaginoso por produzir mais de 20% de lipidios totais;

Os lipidios totais produzido por R. microsporus var. microsporus UCP 1304 apresentou

excelente atividade antioxidante;

A linhagem do R. microsporus var. microsporus UCP 1304 produziu &cidos graxos de grande

relevancia para a area médica e farmacéutica;

O biossurfactante produzido por R. microsporus var. microsporus UCP 1304 possui baixa

tensdo superficial, interfacial e CMC,;



