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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo analisar a producédo de quitina pelo fungo
filamentoso Aspergillus niger utilizando residuos agroindustriais como substrato. O
estudo foca na determinacdo da cinética de consumo de substrato pelo fungo em
meios preparados a partir de soro de leite, melaco de cana-de-acucar e hidrolisado
acido de bagaco de malte, bem como na extracdo e caracterizacao fisico-quimica da
quitina obtida. O A. niger 1I0C 4003 foi cultivado em meio BDA, seguido da
inoculacdo em meios preparados com os residuos agroindustriais. Partindo de
solugcdes com cerca de 50 g.L! de aclcares, ap6s 7 dias de cultivo, o fungo
consumiu 15,48 g.L! de aclcar no meio de melaco, jA no meio de soro de leite, 0
consumo foi de 22,84 g.L, enquanto no bagaco de malte, 30,90 g.L1. A andlise de
rendimento revelou que o bagaco de malte proporcionou o maior rendimento de
quitina por biomassa, com um teor de 34%. Ao analisar o rendimento da producao
de quitina pelo acucar consumido, o0 meio com o hidrolisado de bagaco de malte
também foi superior aos demais e apresentou um valor de 0,26 g/g. A
termogravimetria (TGA) indicou que a quitina comecgou a se degradar entre 300 °C e
350 °C, comportamento que esta de acordo com a literatura, com uma significativa
perda de massa nessa faixa de temperatura. Na analise de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), as bandas observadas
confirmaram a presenca de quitina, embora com algumas discrepancias nos
resultados, especialmente no meio com bagaco de malte. Os resultados indicam que
0 uso de bagaco de malte como substrato é promissor para a producéo de quitina,
apresentando rendimentos superiores aos obtidos com soro de leite e melago de
cana-de-acucar. As andlises fisico-quimicas da quitina extraida sugerem uma
qualidade comparavel aquela reportada na literatura, com algumas variacbes
atribuidas as condi¢cfes experimentais e ao tipo de substrato utilizado.

Palavras-chave: Aspergillus niger. Bagaco de malte. Melago. Quitina. Soro de leite.



ABSTRACT

The goal of the present study was to analyze the production of chitin by the
filamentous fungus Aspergillus niger using agro-industrial byproducts as substrate.
The study focused on determining the kinetics of substrate consumption by the
fungus in media prepared from whey, sugarcane molasses, and acid hydrolysate of
malt bagasse, as well as on the extraction and physicochemical characterization of
the obtained chitin. A. niger IOC 4003 was cultivated in PDA medium, followed by
inoculation in media prepared with agro-industrial waste. Starting at approximately 50
g.L! of sugars, after 7 days of fermentation, the fungus consumed 15.48 g.L! of
sugar in the molasses medium, for the whey medium, the consumption was 22.84
g.LL. In contrast, in the malt bagasse medium, it was 30.90 g.L. The yield analysis
revealed that the malt bagasse provided the highest chitin per biomass production,
with a content of 34%. In the study of the chitin yield by consumed sugar, the
medium with malt bagasse hydrolysate was also superior to the others, and yielded a
value of 26%. Thermogravimetric Analysis (TGA) indicated that chitin began to
degrade between 300 °C and 350 °C, in agreement with the literature, with a
significant loss of mass in this temperature range. In the Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) analysis, the observed bands confirmed the presence of chitin,
although with some discrepancies in the results, especially in the medium with malt
bagasse. The results indicate that the use of malt bagasse as a substrate is
promising for chitin production, presenting higher yields than those obtained with
whey and sugarcane molasses. The physicochemical analyses of the extracted chitin
suggest a quality comparable to that reported in the literature, with some variations
attributed to the experimental conditions and the type of substrate used.

Keywords: Aspergillus niger. Chitin. Malt bagasse. Molasses. Whey.
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1. INTRODUCAO

A crescente conscientizacao sobre a enorme quantidade de residuos gerados
pelas industrias modernas tem impulsionado a busca por abordagens inovadoras e
sustentiveis para lidar com os desafios globais relacionados a produgdo e ao
consumo (Martinho; Jacquinet, 2020). Nesse contexto, o0 reaproveitamento de
residuos utilizando agentes biotransformadores surge como uma resposta
promissora, visando ndo apenas minimizar o desperdicio, mas também promover a
reutilizacdo eficiente de recursos, caracterizando-se como uma forma de Economia
Circular (EC) (Oliveira et al., 2019). Como destacado por Berardi e Dias (2018), a EC
representa uma mudanca fundamental no paradigma econdmico, onde os outputs
tornam-se inputs, redefinindo o ciclo de vida dos produtos, em contraponto ao
sistema econdmico linear, caracterizado pela extracdo, producdo e deposicao
unidirecional (Berndtsson, 2015).

No cenario brasileiro, um setor de grande importancia econdmica e, ao
mesmo tempo, gerador de residuos significativos é a industria de laticinios. O
descarte inadequado de aproximadamente 40% do soro de leite, com sua elevada
demanda bioquimica de oxigénio, destaca-se como uma das grandes oportunidades
presentes no mercado, crucial para a aplicacdo dos principios da EC (Nunes et al.,
2018; Bastos et al., 2021). Além disso, o setor sucroalcooleiro, uma peca-chave na
economia global, enfrenta desafios similares. O melaco de cana de acucar, um
subproduto significativo, apresenta oportunidades para integrar a EC, especialmente
considerando as quantidades expressivas produzidas anualmente (Jamir et al.,
2021). A gestdo eficiente dos residuos também se mostra fundamental nas
industrias cervejeiras, com o0 aumento da geracdo de residuos de malte, ressaltando
a necessidade de abordagens inovadoras na EC (Silva, 2022).

A utilizagdo de micro-organismos no tratamento de residuos € uma
abordagem que alinha eficiéncia com sustentabilidade, pois muitas vezes os micro-
organismos desempenham um papel fundamental na reciclagem de nutrientes e na
degradacdo de materiais complexos. A utilizacdo de fungos, como aqueles dos
géneros Aspergillus, Trichoderma e Pleurotus, na degradacdo e transformacéo de
residuos organicos abre novas possibilidades para a produgéo de produtos de valor
agregado, como enzimas, proteinas e bioplasticos (Mendoza et al., 2022). Destaca-

se ainda a pesquisa inovadora na producdo de quitina a partir de fungos,
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proporcionando uma alternativa sustentavel em comparacdo com as fontes
tradicionais de crustaceos (Darwesh et al., 2018; Huq et al., 2022).

A quitina € um polissacarideo abundante na natureza que atua como material
de suporte do exoesqueleto de crusticeos, insetos e artrépodes, assim como nas
paredes celulares de fungos e algas verdes. E constituida por monémeros de 2-
acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranose (N-acetilglucosamina) e 2-amino-2-desoxi-3-
D-glucopiranose (N-glucosamina) (Ceresuela, 2005).

A versatilidade da quitina e de seus derivados, como a quitosana, permite sua
utilizacdo em varias areas. No campo biomédico, a quitina € aplicada em curativos,
dispositivos médicos e até na engenharia de tecidos, devido as suas propriedades
biocompativeis, biodegradaveis e antimicrobianas (Silva; Alves; Ferreira, 2019). Na
indastria alimenticia, a quitina atua como aditivo, melhorador de textura e fonte de
fibra dietética (Fernandes; Pereira; Rodrigues, 2021). Na agricultura, a quitosana é
utilizada como bioestimulante, promovendo o crescimento das plantas e como
agente de controle biolégico contra pragas e doencas (Gongalves; Martins; Santos,
2022).

O mercado de quitina e seus derivados, especialmente a quitosana, tem
mostrado crescimento expressivo. Estima-se que o mercado global de quitosana,
avaliado em US$ 6,2 bilhées em 2020, atinja US$ 11,5 bilhes até 2030,
impulsionado principalmente por sua aplicagdo na industria farmacéutica, cosmeética
e na purificacdo de agua (ALLIED MARKET RESEARCH, 2021).

Além disso, pesquisas nesse ambito contribuem significativamente para a
construcdo de sistemas mais sustentaveis, reduzindo os impactos ambientais
associados a producdo industrial. Essa abordagem integrada abre caminho para
uma transformacédo positiva no cenario industrial, impulsionando a transicao para

praticas mais sustentaveis e resilientes.

1.1 OBJETIVOS
Analisar a producdo de quitina por Aspergillus niger utilizando residuos

agroindustriais.

1.1.1 Objetivos especificos
e Determinar a cinética de consumo de substrato pelo fungo filamentoso A.

niger crescendo em meio preparado a partir de residuos agroindustriais
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(soro de leite, melaco de cana-de-acucar e hidrolisado acido de bagaco de
malte);

Analisar o processo de extracdo da quitina a partir da biomassa fungica
coletada e determinar suas propriedades fisico-quimicas por analise
termogravimétrica e por espectroscopia de infravermelho por

transformada de Fourier.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Convencionalmente, o fornecimento comercial de quitina depende de
residuos de mariscos como fontes de extracdo. E a composi¢cdo heterogénea dos
residuos de cascas de crustaceos requer métodos quimicos mais complexos para
extrair quitina dessas fontes (Crognale et al., 2022).

A rota alternativa para producdo de quitina é a fermentacdo fungica. Os
fungos sdo micro-organismos que, além de possuirem a parede celular composta de
quitina, sdo de crescimento rapido e podem crescer em uma variedade de
substratos de baixo custo, incluindo residuos de alimentos (Salehinik et al., 2021).
As fontes fangicas constituem uma opcédo valiosa, especialmente para aplicacdes
biomédicas e farmacéuticas, devido as propriedades instaveis lote a lote da quitina
obtida de fontes convencionais. Ademais, a producédo fangica ndo € afetada pela
sazonalidade, permitindo um controle preciso do processo e, consequentemente,
propriedades mais uniformes do produto obtido (Crognale et al., 2022).

O Quadro 1 destaca as vantagens e desvantagens da producéo de quitina por

fungos e residuos de mariscos.
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Quadro 1 — Vantagens e desvantagens dos materiais para producdo de quitina.

Material Vantagens

Desvantagens

(1) Método estabelecido
industrialmente para a

Residuo de mariscos producéo de quitina
disponivel comercialmente

no mercado.

(1) Fornecimento sazonal e
limitado de matéria-prima;
(2) Produtos quimicos
necessarios com grandes
guantidades, como alcalis e
acidos. O processo também
é demorado e requer
grandes quantidades de

energia; (3) O tratamento de

desmineralizacao &
necessario devido ao
elevado volume de

carbonato de calcio.

(1) Nao ha variacéo

. ) (1) A disponibilidade e
sazonal. A quitina de origem

o _ quantidade de matéria-prima
fungica pode ser produzida o o
) fangica ndo é comparavel as
em qualquer época do ano; _ o
Parede celular de fontes marinhas ou animais;

(2) Livre de metais pesados

fungos ) (2) O custo de producéao
como niquel e cobre; (3) _
) ) pode ser superior ao da
Livre de proteinas .
. _ produgéo baseada em
alergénicas de origem )
. . ) crustaceos.
animal; (4) Biocompativel.
Fonte: Adaptado de Hugq et al. (2022)
2.1. ECONOMIA CIRCULAR

Diante da grande quantidade de matéria descartada nas industrias
atualmente, ha uma grande necessidade da chamada Economia Circular (EC).
Segundo Berardi e Dias (2018), a EC tem emergido como uma abordagem
inovadora e sustentavel para lidar com os desafios globais relacionados a producao
e consumo, e que busca minimizar o desperdicio e promover a reutilizacdo de
recursos. A EC ocorre quando produtos resultantes de um processo se tornam

produtos de entrada de outro processo (Bonciu, 2014). A EC compartilha com a
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Ecologia Industrial a ambic&o de reformar o sistema econdmico linear e unidirecional
de extracdo, producédo e deposicdo, e assim diminuir 0 uso de recursos naturais e a
producédo de residuos (Berndtsson, 2015).

Pelas andlises da Unido Europeia, com investimentos na EC, é esperado que
até 2030 a economia europeia possa obter crescimento adicional de 7% do Produto
Interno Bruto (PIB), reduzir o consumo de matérias-primas em 10% e diminuir as
emissOes anuais de CO2 em 17% a mais do que seria alcangado pelo atual padrao
de desenvolvimento (Berardi; Dias, 2018). Segundo Bastos et al. (2021) e Jurgilevich
et al. (2016), o ciclo proposto pela EC representa um modelo regenerativo que pode
ser implementado na industria de alimentos em trés estagios: na producdo, no
consumo e na gestdo, sob o qual reinsere residuos no ciclo produtivo e permite o
alongamento da vida util dos recursos, potencializando a reutilizacdo 6tima, bem
como a retencdo dos residuos ou mesmo as sobras na economia pelo maximo de

tempo possivel.

2.2. A AGROINDUSTRIA E SEUS RESIDUOS

A agroindustria tem participacdo de aproximadamente 5,9% no Produto
Interno Bruto (PIB) brasileiro, no beneficiamento, na transformacdo dos produtos e
no processamento de matérias primas provenientes da agropecuaria, promovendo
dessa forma maior integracdo do meio rural com a economia de mercado. A
pesquisa agropecudria tem contribuido para a melhoria da qualidade dos produtos
agroindustriais, oferecendo soluc¢des tecnoldgicas inovadoras e de grande impacto
(EMBRAPA, 2023). A agroindustria € caracterizada pelo grande volume na geracéo
de residuos. Segundo informacdes da FAO, aproximadamente 1,3 bilhdo de
toneladas de alimentos sdo desperdicadas anualmente em escala global. As
principais perdas concentram-se nas frutas, raizes e hortalicas, correspondendo em
cerca de até 50% da producdo total. Estes desperdicios ocorrem principalmente nas
fases de processamento e pos-colheita (FAO, 2023). Assim, esses dados ressaltam
a necessidade critica de implementar medidas eficazes para minimizar as perdas

durante essas etapas cruciais do processo produtivo.

2.3.  INDUSTRIA DE LATICINIOS
O Brasil é visto como um grande produtor de leite mundial com consideravel

relevancia econdmica, uma vez que o leite é apontado como uma das commodities
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agropecuarias mais importantes do mundo, sendo ainda um alimento natural de
grande valor nutritivo, com boas concentracdes de calcio, proteinas de alto valor
biolégico, vitaminas e minerais (Ribeiro; Lopes; Guimaraes, 2023).

As pesquisas demostram que cerca de 40% do soro de leite produzido no
Brasil € descartado de maneira inadequada no meio ambiente, promovendo assim
grandes problemas ambientais, tanto na fauna quanto na flora, uma vez que a sua
demanda bioquimica de oxigénio — DBO € de 10 a 100 vezes superior a DBO do
esgoto doméstico (Nunes et al., 2018). Com grandes oportunidades para

implementacéo da EC na indastria de laticinios.

2.4, INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA

Além da induastria de laticinios, o setor sucroalcooleiro, responsavel pela
producdo de acucar, também desempenha um papel fundamental na economia
global, sendo um dos pilares da industria agricola e energética. A producdo e
exportacdo de aclUcar, como um dos principais produtos deste setor, tém
implicag@es significativas tanto para a economia dos paises produtores quanto para
o mercado internacional (Gerolamo, 2023).

O Brasil € o maior produtor de acucar do mundo, com 21% da producao
mundial, sendo que 70% do produto é exportado como acUcar cru para ser
transformado em acucar refinado (UNICA, 2023). Nas industrias sucroalcooleiras, o
melaco de cana de acgucar € um subproduto obtido durante o processo de extracédo
da sacarose, numa propor¢cdo de 35 a 45 kg por tonelada de cana processada,
sendo produzidos cerca de 20 milhdes de toneladas de melaco anualmente (Jamir et

al., 2021).

2.5. INDUSTRIA CERVEJEIRA

Também deve-se destacar a geragéo de residuos das industrias cervejeiras, e
com o crescente nimero de cervejarias € microcervejarias no Brasil e no mundo, é
notavel também o aumento da geracéo de residuos por essa industria. Esse residuo,
que é constituido principalmente (85%) pelo bagaco de malte, apresenta em sua
constituicdo 30% de proteinas e 65% de fibras e carece de uma gestéo eficiente, ja
que sua principal destinacdo € para racdo animal ou adubacdo (Silva, 2022).
Considerado um material lignocelulésico, contendo aproximadamente 17% de

celulose, 28% de hemicelulose e 28% de lignina, as fibras do bagaco de malte
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podem ser caracterizadas quanto a suas propriedades funcionais, com o objetivo de
direcionar estes materiais para as mais diferentes aplicacdes na industria, por ter um
importante papel no preparo, processamento ou estocagem dos produtos (Mello;
Vergilio; Mali, 2013).

2.6. FUNGOS — AGENTES BIOTRANSFORMADORES

Os residuos agroindustriais, advindos das industrias alimenticias e da
producdo agricola, incluindo varios materiais a base de plantas (palhas, caules,
folhas, cascas, sementes, polpas, bagaco) e de origem animal (soro de leite), podem
ser considerados substratos para o crescimento dos micro-organismos (Campanhol,
2023).

Recentemente, a aplicagdo de fungos tem se destacado como uma
abordagem promissora para o tratamento de residuos dessas industrias. Pesquisas
tém demonstrado que fungos como Aspergillus, Trichoderma e Pleurotus, entre
outros, podem desempenhar um papel crucial na degradagéo e transformacao de
residuos organicos em produtos de valor agregado, como enzimas, proteinas e
bioplasticos. Os fungos sao utilizados na producdo de alimentos, na industria
farmacéutica, no processo de biodegradacdo, tratamento bioldégico de efluentes,
atuam na atividade enzimatica, de interesse industrial e biotransformacao, e também

sdo de grande importancia agricola e ecolégica (Mendoza et al., 2022).

2.6.1. Aspergillus niger

O fungo filamentoso Aspergillus niger, um notavel membro do grupo dos
Ascomicetos, destaca-se como um eximio produtor de acidos orgéanicos, proteinas,
enzimas e metabdlitos secundarios. Ao longo do dltimo século, os avan¢os na
biotecnologia permitiram transformar A. niger em uma verdadeira fabrica de células
polivalentes, consolidando um portfélio de produtos que alcanga valores anuais na
casa dos bilhdes de ddlares (Cairns; Barthel; Meyer, 2021). Como um fungo tipico
de deterioracdo de alimentos, A. niger existe naturalmente em muitos produtos
agricolas (por exemplo, diferentes tipos de frutas, cebola, nozes e milho) sob uma
ampla faixa de temperaturas (6 — 47 °C) e niveis de pH (1,5 — 9.8) (Krijgsheld et al.,
2013). A producgédo de acido citrico por A. niger € uma das mais importantes na
biotecnologia, com avancos continuos em técnicas de fermentacdo que visam

aumentar o rendimento e reduzir os custos de producao (West, 2023).
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Além do acido citrico, A. niger € uma fonte significativa de varias enzimas
industriais, como amilases e proteases. Essas enzimas desempenham um papel
crucial em vaérias industrias, desde a producdo de alimentos e bebidas até a
fabricacdo de detergentes. A capacidade do fungo de produzir essas enzimas €
amplamente aproveitada, e melhorias na engenharia genética e nas técnicas de
fermentacdo tém permitido a producdo de enzimas com propriedades otimizadas
para uma ampla gama de aplicacdes (Singh et al., 2008).

Essas capacidades destacam A. niger como um organismo de grande valor
na biotecnologia industrial, com sua versatilidade e eficiéncia permitindo a producéo
de uma ampla gama de produtos quimicos e enzimaticos essenciais para diferentes
setores. A continua pesquisa e desenvolvimento nessa area visam aprimorar ainda
mais 0s processos e expandir as aplicacdes desse fungo notavel.

Um dos principais componentes da parede celular do A. niger € a quitina.
Embora este fungo nédo seja conhecido por produzir grandes quantidades de quitina
comparadas com outros fungos, como aqueles dos géneros Mucor e Rhizopus, a
quitina esta presente e contribui para a rigidez da parede celular. A quitina ajuda a
proteger o fungo contra danos mecanicos e patdgenos (Herrera; Lima; Camargo,
2017).

Com o avanco das técnicas de cultivo e manipulacéo genética, € possivel que
a capacidade de producéo de quitina desse fungo possa ser otimizada, aumentando
sua utilidade para diversas aplicacdes. Esse potencial para melhorar e expandir a
producdo de quitina faz do A. niger um candidato interessante para futuras

pesquisas e desenvolvimentos no campo da biotecnologia.

2.7. QUITINA

A quitina é um biopolimero linear formado por unidades de N-acetil-D-
glucosamina ligadas por ligacdes glicosidicas (p-1,4) (Figura 1). A quitina é o
segundo biopolimero mais abundante na terra logo apdés a celulose. Ela é
encontrada naturalmente em exoesqueletos de mariscos, cuticulas de insetos e
paredes celulares de fungos.

O contetdo de quitina em residuos de processamento de caranguejo e
camardo varia de 13% a 15% e de 14% a 27% de peso seco, respectivamente

(Crognale et al., 2022).
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Figura 1 — Estrutura basica da quitina.

Fonte: Crognale et al. (2022).

A nanofibra da quitina possui caracteristicas de alta resisténcia, baixa
densidade e biodegradabilidade. No mercado, atualmente, grande parte da quitina
produzida a partir de residuos de crustaceos advindos da industria de frutos do mar,
o qual tem o residuo do marisco como principal fonte de matéria-prima. Pesquisas
recentes buscam novas alternativas na producdo da quitina e a via fungica tém
trazido resultados consideraveis e promissores (Salehinik et al., 2021).

O micélio de diversos fungos, como Mucor rouxii, Absidia glauca, A. niger,
Gongronella butleri, Pleurotus sajor-caju, Rhizopus oryzae, Lentinus edodes e
Trichoderma reesei tém sido considerados possiveis fontes de quitina e quitosana
devido a sua abundéancia nas paredes celulares. As vantagens da producdo de
quitina por via fungica € que esse processo nao é afetado por fatores sazonais nem
geoldgicos, além de ter o processo de extracdo mais simples com menores
quantidades de produtos quimicos (Huqg et al., 2022). A quitina fangica tem
uniformidade de tamanho de particula superior e menor peso molecular em
comparacao aquelas derivadas de insetos e crustaceos (Darwesh et al., 2018). A
composicdo da parede celular do A. niger pode ser observada na Figura 2. Na
parede celular do fungo, a quitina apresenta-se em duas formas, como
aminoglicosideo livre e ligada, covalentemente, ao glucano. Inicialmente, as cadeias
de quitina e glucano acumulam-se individualmente na parede celular do fungo e
depois formam a ligacdo interpolimérica. A formagdo do complexo quitina-glucano
resulta em uma rede rigida reticulada na parede celular e causa um problema
consideravel para a extracdo do complexo quitina-glucano intacta, que ndo se

decompbe faciimente sob condicdes suaves de extracdo. E por isso que é
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necessario um forte tratamento alcalino para quebrar a ligacdo quitina-glucano (Huq
et al., 2022).

Figura 2 — Representagdo esquemética das paredes celulares miceliais de A. niger e dos processos
metabolicos da gliconeogénese e dos polissacarideos da parede celular. As setas laranja mostram a

via da gliconeogénese, as setas azuis claras mostram a via de sintese dos polissacarideos da parede
celular. Abreviaturas: Glc, Glicose; GIcNAc, N-acetilglucosamina; e GalNAc, N-acetilgalactosamina.
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Tendo em vista a atual necessidade de reaproveitamento de residuos na
industria, onde grandes quantidades de materiais ricos em nutrientes sao
descartadas, vinculado a necessidade da producédo de polimeros de alta resisténcia
e baixa densidade que possuem vias de producdo nao tdo satisfatérias, € altamente
necessaria a intensificacdo de novas pesquisas nessa area de biotransformacao de
residuos utilizando, principalmente, micro-organismos que apresentam grandes
rendimentos na transformacgéo de residuo com baixo valor agregado em produtos
valorizados pelo mercado (Crognale et al., 2022).

Assim, a intersecao entre EC, industria de alimentos e a aplicacdo de fungos
nos processos de gestdo de residuos abre novas perspectivas para a construcéo de
sistemas mais sustentaveis, promovendo a otimizac&o de recursos e a mitigacao dos

impactos ambientais associados a producéo industrial. E outro fator importante € a
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utilizacdo de uma via livre de proteinas de origem animal alergénicas, bem como
livre de metais pesados como o niquel e o cobre (Huq et al., 2022).

A via da biossintese da quitina € organizada em trés grupos de reacgdes, 0
primeiro levando a formacdo de N-acetilglucosamina (GIcNAc), o segundo
produzindo sua contraparte ativada uridina 5-difosfo-N-acetilglucosamina (UDP-
GIcNAc) através de uma modificagcdo da via de Leloir, e o terceiro resultando na
formacdo de polimero usando UDP-GIcNAc como doador de GIcNAc para a
crescente cadeia de quitina (Crognale et al., 2022).

A rota pode ser melhor observada na Figura 3 abaixo.

Figura 3 — Rota metabdlica de formacéo da quitina.

Glicogénio Glicose |= Trealose

ATP
2
! Ci__‘ ADP
L

Glicose-1-P

&

D-glucosamina-6-P |-= Frutose-6-P
<" Gin
Glut
acetyl-CoA
7 é-,.l:nA-SH
¥
8
M-acetilglucosamina-&-P #=| MN-acetilglucosamina-1-P
uTe

° i} Pirofosfato

1

0 Uridinadifosfato-M-

Quitina - acetilglucosamina-1-P

upe

Fonte: Adaptado de Crognale et al. (2022).



25
3. MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada foi realizada com as seguintes etapas descritas na

Figura 4 a sequir.

Figura 4 — Etapas realizadas no experimento.
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Fonte: Autor (2024).

3.1. MATERIAIS
O fungo A. niger 10C 4003 (Colecao de Culturas de Fungos Filamentosos,
Instituto Oswaldo Cruz), foi inoculado em meio BDA com 4,0 g.L! de extrato de
batata, 20,0 g.L* de glicose, e 15,0 g.L ! de &gar, e cultivado em placa de Petri
mantida em estufa a 30 °C por 7 dias. Posteriormente, o fungo foi conservado em
geladeira (4 °C) até seu uso por, no maximo, 3 meses, sendo repicado para novas

placas com meio BDA. A seguir, o fungo conservado apresentado na Figura 5.

Figura 5 — A. niger IOC 4003 cultivado em placa de Petri.

Fonte: Autor (2024).
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Além disso, os meios utilizados foram o melaco, o soro do leite e 0 bagaco de
malte. O melaco foi gentilmente cedido pela usina Petribu S.A. (Lagoa de Itaenga,
PE). O bagaco de malte foi doado pela cervejaria DeBron Bier (Jaboatédo dos
Guararapes, PE). O soro de leite foi preparado pela adicdo de coalho liquido ao leite
pasteurizado integral obtido no comércio local. Apos a separacdo da massa do
queijo, o soro foi peneirado e centrifugado (4000 RPM, 10 min). Tanto o bagaco de
malte quanto o soro foram mantidos congelados até o uso. Outros materiais
utilizados na pesquisa foram todos obtidos do laborat6rio de Microbiologia Industrial

do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE (Pernambuco, Brasil).

3.2. CARACTERIZAQAO DO BAGACO DE MALTE
3.2.1. Umidade

A andlise de umidade seguiu procedimento descrito por Sluiter et al. (2008a).
A analise comeca com a preparacdo adequada da amostra e do material.
Primeiramente, é necessario homogeneizar a amostra de bagaco de malte para
garantir que o resultado seja representativo. Em seguida, um béquer &
cuidadosamente limpo e pesado para registrar sua massa inicial antes da adicdo da
amostra.

Uma quantidade adequada de bagaco de malte é entdo colocada no béquer e
0 conjunto completo é pesado novamente para registrar a massa inicial da amostra
Umida. Esta pesagem inicial (amostra imida e béquer) sera usada para calcular a
perda de massa apés a secagem. A seguir na Figura 6, é apresentada uma das

amostras de bagaco de malte para andlise de umidade.

Figura 6 — Amostra de bagaco de malte para andlise de umidade.

Fonte: Autor (2024).
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Em seguida, o béquer contendo a amostra é transferido para uma estufa
previamente aquecida a 100 °C, onde sera mantido por 24 horas. Esse periodo de
aquecimento € necessdario para evaporar completamente a agua presente na
amostra. Durante esse tempo, a umidade do bagaco de malte sera removida
gradualmente pela acéo do calor.

Apoés o periodo de secagem, o béquer com a amostra é retirado da estufa e
imediatamente transferido para um dessecador. O dessecador contém um agente
dessecante que previne a reabsorcao de umidade do ambiente enquanto a amostra
esfria. Quando o conjunto atinge a temperatura ambiente, realiza-se a pesagem final
para determinar a massa da amostra seca, juntamente com o béquer.

O célculo da umidade é feito pela diferenca entre a massa inicial da amostra
Umida e a massa da amostra seca, dividida pela massa inicial, multiplicando o
resultado por 100 para expressa-lo em porcentagem. Essa porcentagem representa

o contetdo de agua na amostra de bagaco de malte.

3.2.2. Extraiveis

A metodologia para a coleta de materiais extraiveis via diferenca de massa
utilizando o aparelho Soxhlet seguiu os procedimentos descritos por Sluiter et al.
(2005). Inicialmente, o cartucho de filtro foi colocado em estufa por 24 horas para
garantir sua secagem completa antes da pesagem inicial com a amostra de bagaco
de malte. Apés a secagem, o cartucho foi pesado e, em seguida, o bagaco de malte,
previamente seco, foi inserido no cartucho, que foi posicionado no extrator Soxhlet.

O processo de extracao foi realizado em duas etapas distintas. Na primeira
etapa, utilizou-se dgua como solvente para a extracdo dos materiais hidrossolaveis

presentes no bagaco. A seguir na Figura 7, € apresentado como foi montada a

estrutura do sistema de extracdo com Soxhlet.
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Figura 7 — Sistema de extragdo com Soxhlet.
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Fonte: Autor (2024).

Apos o término da extracdo, o cartucho contendo o residuo foi retirado e
novamente colocado em estufa por 24 horas para garantir a completa secagem.
Apés esse periodo, o cartucho foi pesado, e a diferenca de massa entre o bagaco de
malte seco antes e ap0s a extracdo foi calculada para determinar a quantidade de
materiais extraidos. O material restante no cartucho foi considerado como né&o
extraivel na primeira etapa.

Em seguida, o mesmo residuo foi submetido a uma segunda extracdo, desta
vez utilizando etanol como solvente, para retirar 0s componentes solUveis em etanol.
Apés essa extracdo, o cartucho foi novamente colocado em estufa por 24 horas,
antes de ser pesado para determinar a quantidade de materiais extraiveis pelo
etanol. A diferenca de massa entre o residuo inicial (apos a extracdo com agua) e o
final (ap0s a extracdo com etanol) foi utilizada para quantificar os extraiveis. Todo o
material que permaneceu no cartucho apés as duas extragdes foi considerado como

nao extraivel.

3.2.3. Celulose, Hemicelulose e Lignina
De acordo com o procedimento elaborado pelo Laboratério Nacional de
Energia Renovavel (NREL, EUA), para definir os valores de Celulose, Hemicelulose

e Lignina foi preciso hidrolisar o bagaco de malte seco e livre de extraiveis (Sluiter et
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al., 2008b). Uma amostra de 300 mg de material foi colocada em um Erlenmeyer de
125 mL, ao qual foi adicionado 3,0 mL de H2SO4 72%. O conjunto foi mantido em
banho termostatico a 30 °C por 1 h, com agitacdo manual a cada 5 min com o auxilio
de um bastdo de vidro. A seguir, 84 mL de agua destilada foi adicionada ao
Erlenmeyer, que seguiu para a autoclave, onde o sistema foi aquecido até 121 °C,
permanecendo nessa temperatura por 1 h. O material hidrolisado foi filtrado
utilizando um papel de filtro previamente seco e tarado. Os sdlidos consistem na
fracdo de lignina que, apds secagem, pode ser determinada gravimetricamente. J4 a
fracdo liquida, contendo os acUcares resultantes da degradacdo da celulose e
hemicelulose, seguiu para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC).

A analise em HPLC teve inicio com a constru¢do de uma curva de calibracao
para cada analito a ser quantificado usando regressao linear. A partir dessas curvas,
foi determinada a concentracdo em g.L! de cada componente presente nas
amostras analisadas por HPLC, corrigindo para diluicdo. Foram feitas curvas de
glicose, xilose e arabinose.

A partir disso, foi calculada a quantidade de cada componente de acucar
recuperado ap6s a hidrdlise acida diluida, contabilizando qualquer diluicdo feita
antes da analise de HPLC.

Depois foi calculada a concentracdo dos acUcares poliméricos a partir da
concentracdo dos aclUcares monoméricos correspondentes, usando uma correcao
anidra de 0,88 (ou 132/150) para acucares C-5 (xilose e arabinose) e uma correcao
de 0,90 (ou 162/180) para agucar C-6 (glicose).

Durante a hidrélise da hemicelulose, compostos como acetato e agucares
menores sdo liberados. Embora seja possivel corrigir os valores de xilana com base
nesses compostos, essa correcdo € desnecesséaria, pois as mudancas sao
insignificantes e aumentariam a incerteza dos resultados, ja que a medicdo dos
acucares menores € menos precisa. Além disso, a suposicdo de que esses

compostos se ramificam diretamente da xilana pode estar incorreta.

3.3. CARACTERIZACAO DOS ACUCARES DOS MEIOS DE CULTIVO
Para caracterizar os acucares dos meios de cultura liquidos foram utilizados
0s metodos do acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) e Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC). Os meios de cultura foram preparados de forma que
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apresentassem a mesma concentracdo de aclcar em cada meio com o respectivo

residuo industrial.

3.3.1. HPLC

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC, do inglés High-
Performance Liquid Chromatography) é uma técnica analitica utilizada para separar,
identificar e quantificar componentes em uma mistura liquida. No presente estudo,
foi feita para quantificar os agUcares presentes nos meios de soro de leite e de
hidrolisado de bagaco de malte.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada com
o detector de indice de refracdo da RID-6A (Shimadzu, Japéo) equipado com coluna
HPX 87H Bio-Rad, a fase moével usada consistiu em uma solu¢édo de H2S04 a 0,05
M e a vazdo da fase moével foi igual a 0,6 mL/min, e todas as analises foram
realizadas em temperatura ambiente (aproximadamente 26 °C).

O detector de indice de refracdo (IR) é amplamente utilizado na HPLC. Ele
detecta variacbes no indice de refragcdo entre os componentes da amostra e o
solvente de eluicdo. Quando um composto eluido pela coluna de cromatografia
passa pelo detector, ha uma mudanca no indice de refracdo, que € entdo captada e
registrada como um sinal.

Utilizando o HPLC com detector de indice de refracéo, é viavel acompanhar a
degradacdo dos acucares no meio. Essa técnica possibilita a quantificacdo precisa
dos acuUcares residuais e outros compostos, fornecendo dados valiosos sobre a
eficiéncia e o andamento do processo fermentativo.

Para iniciar as analises, é preciso analisar padrdes para criar a curva de
calibracdo dos acuUcares. Para isso, foi feita a limpeza da coluna do HPLC ao injetar
cerca de 10 ul de agua destilada no interior da coluna do equipamento, e a partir
disso, pode-se injetar o padrdo na mesma coluna que foram realizadas as analises.

Para analisar e quantificar os resultados obtidos, foi conduzida uma etapa
inicial de calibracdo. Durante essa calibracdo, foram introduzidas solucdes de
concentracdes distintas (0,5 g.L, 1 g.L?%, 2g.Lt, 3g.L?% 4g.L1e5g.L?) de glicose,
maltose, lactose, xilose e arabinose.

Apoés a injecdo, os dados foram coletados a partir do cromatograma gerado
pelo equipamento, e com isso, apds analise de todos os padrdes, pode-se gerar a

curva de calibracdo e assim analisar a amostra e comparar com a curva de
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calibracdo para obter o quantitativo de acucar na amostra. Esse método foi utilizado

na quantificacdo de acucares do soro de leite.

3.3.2. ADNS
O método de analise de acUcares redutores utilizando o reagente ADNS é
uma técnica amplamente empregada em bioquimica e quimica analitica para
quantificar a presenca de aclcares, como a glicose, em diversas amostras. Esse
método se baseia na reacdo redox entre os agucares e o reagente ADNS, que é um
composto de cor amarela. Quando os acucares redutores reagem com 0 ADNS,
ocorre uma mudanca de cor que varia de amarelo para laranja, permitindo a

quantificacdo do acucar por meio de espectrofotometria (GONCALVES et al., 2020).

O principio do método é a oxida¢do dos acucares redutores, que convertem o
grupo carbonila (C=0) em um acido, enquanto o DNS é reduzido a um composto
colorido. A intensidade da cor formada € diretamente proporcional & concentracdo
de acucares na amostra, podendo ser medida em um espectrofotbmetro a um
comprimento de onda especifico, geralmente em torno de 540 nm. A calibracdo do
método € realizada utilizando solucbes padrdo de glicose, o que permite a
determinacdo da concentracdo de acgucares nas amostras analisadas (SILVA et al.,
2019).

Um dos principais beneficios do método DNS € sua sensibilidade e
simplicidade, além de ser relativamente rapido e econdmico, 0 que o torna uma
escolha popular em laboratérios de pesquisa e industrias alimenticias. No entanto,
deve-se ter cuidado com interferéncias de outras substancias que possam estar
presentes na amostra, uma vez que podem afetar a precisdo dos resultados
(SANTOS et al., 2021).

O método foi usado para definir a quantidade de agucar do meio com melaco.
Para a andlise de glicose pelo método DNS, a amostra de melaco foi inicialmente
submetida a uma reacao de hidrélise acida usando HCI para ocorrer a inversao da
sacarose. Entdo, foram retiradas aliquotas de 1 mL de cada amostra, que foram
transferidas para baldes volumétricos e as amostras foram diluidas a fim de obter
uma concentracdo dentro da faixa de leitura do espectrofotometro. Em seguida, 0,5

mL de cada amostra foi colocado em tubos de Follin-Wu, aos quais foi adicionado 1
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mL da solucdo de DNS. Para o controle (branco), foram utilizados 0,5 mL de agua e
1 mL de DNS. Os tubos de Follin-Wu foram entdo aquecidos em banho-maria a uma
temperatura de 100 °C por 5 minutos e, em seguida, resfriados rapidamente em um
banho de gelo para interromper a reagéo. O volume de cada tubo foi completado
para 12,5 mL com agua destilada, sendo entdo vedados com filme plastico e
homogeneizados. A seguir, na Figura 8, as amostras em triplicata para analise via

ADNS, e amostra branco, em separado.

Figura 8 — Caracterizacéo dos aclcares do melagco em triplicata e a amostra branco em separado.
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Fonte: Autor (2024)

A absorbancia da solucédo € medida em um comprimento de onda especifico
(540 nm) usando um espectrofotbmetro (SP-1105, Shanghai Spectrum, China). A
absorbéancia € comparada com uma curva de calibracdo gerada a partir de padrdes
conhecidos de acucares para determinar a concentracdo da amostra. Na Equacéao 1,

a seguir, é apresentada a equacéo utilizada no calculo da concentracéo de agucar.

Y =0,2983.X — 0,027 Q)
Onde:
X = Concentragéo em g.L?;
Y = Absorbéancia lida no espectrofotbmetro.
Com a equacdo da curva de calibracdo e os valores da absorbancia, é

possivel definir a concentracédo de agucares em g.Lt. Com isso, esse método atende
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para a medicdo das concentracfes de acucares do melaco e hidrolisado de bagaco

de malte.

3.4. PREPARO DO MEIO DE CULTIVO
3.4.1. Melaco
Os meios de cultivo foram preparados apos caracterizacéo dos residuos. Para
0 meio com melaco, foi necessario realizar a diluicdo do residuo, 64,24 g de melaco
em 1000 ml de solucédo, para padronizar o meio com 50 gramas de acUcar por litro.
Em seguida, adicionou-se 250 ml de meio liquido em Erlenmeyers estéreis de 500
ml. O cultivo ocorreu em triplicata. Apés o preparo do meio, 0S meios passaram por

um processo de esterilizacdo por 15 min na autoclave a temperatura de 121 °C.

3.4.2. Soro de leite
Para o meio com soro de leite, foi necessario padronizar o meio na
concentracdo de 50 gramas de acucar por 1 litro. Em seguida, adicionou-se 250 ml
de meio liquido em Erlenmeyers estéreis de 500 ml, foram preparados 3 (trés) meios
de soro de leite, o cultivo ocorreu em triplicata. Ap6s o preparo do meio, 0S meios
passaram por um processo de esterilizacdo por 15 min na autoclave a temperatura
de 121 °C.

3.4.3. Bagaco de malte

Para o meio com bagaco de malte, foi necessério realizar a hidrolise acida do
bagaco e a neutralizacéo e desintoxicacao do hidrolisado. O procedimento a seguir é
baseado no trabalho de Canilha et al. (2010). O bagaco de malte foi misturado com
uma solucao de H2SO4 a fim de obter as seguintes proporcdes: 2% (m/v) de &cido e
15% (m/m) de solidos. A mistura foi levada para autoclave, onde foi mantida por 60
min a 121 °C. Posteriormente, ao material hidrolisado, foi adicionado CaO até pH 7,0
(conferido com papel indicador). O material foi centrifugado e filtrado para remocéao
dos precipitados. Depois, o liquido clarificado teve seu pH corrigido para 5,5 com
acido ortofosférico 85%. Novamente, o material foi centrifugado para remoc¢édo dos
precipitados. A seguir, o material foi tratado com carvéo ativo (2,5% m/v, 30 min,
temperatura ambiente) para remocéo de inibidores e outra vez, filtrado. Finalmente,

0 meio foi levado para autoclave para esterilizagéo (121 °C, 15 min).
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Apos isso, o material foi levado para a analise de acucar utilizando o método
ADNS. Em seguida, a solucédo foi adicionada em Erlenmeyers de 500 mL, e cada
Erlenmeyer ficou com 250 mL de meio liquido com concentracdo de 47,5 g.L! de
glicose equivalente. Esta etapa da hidrélise € muito importante por se tratar de um
composto que apresenta compostos complexos que podem ser quebrados em

particulas menores.

3.5. INOCULA(;AO DOS ESPOROS DE A. niger NO MEIO DE CULTURA

ApOs a caracterizacdo dos meios de cultura, foi necessario realizar a coleta, a
contagem e a inoculacdo dos esporos. Um meio semissoélido foi preparado com
sabugo de milho moido. Uma quantidade de 4,6 g de sabugo de milho seco e moido
foi adicionado a um Erlenmeyer de 125 mL e esterilizado em autoclave a 121 °C por
1 h. Para a solucdo umectante, foram preparadas uma solucdo peptonada (56 g.L™?),
uma solucdo de KH2PO4 200 g.L! e uma solucdo de ZnS04.7H20 (39,6 g.L ) com
FeS04.7H20 (46 g.L1). As solucdes foram esterilizadas a 121 °C por 15 min. A um
volume de 50 mL da solucéo peptonada, foram adicionados 0,19 mL da solucéo de

fosfato de potassio e 0,025 mL da solucao de sulfatos.

Para o crescimento do fungo com alta producdo de esporos, 6 mL da solugéo
umectante foram adicionados ao Erlenmeyer contendo o sabugo de milho estéril. 10
mL de solucao estéril de Tween 80 0,5% foram adicionados a uma placa contendo o
fungo crescido em meio BDA. Raspou-se a placa com uma al¢ca de platina e
transferiu-se 1 mL de in6culo para o meio de sabugo de milho. O cultivo foi mantido

a 30 °C por 5 dias e levado para geladeira (Guilherme; Pinto; Rodrigues, 2008).

Os esporos previamente crescidos em meio de sabugo de milho foram
extraidos com agua destilada estéril e contados em camara de Neubauer com o
auxilio do microscépio Optico. A partir do numero de esporos contados na extracao,
foi possivel analisar e definir a concentracdo a ser utilizada nos meios de cultivo
utilizando a formula:

C1Vi=CaV2 (2)

Onde C1 corresponde a concentracdo de esporos na suspensao extraida do
meio de sabugo de milho. Apds o célculo, foi definido o volume de inoculo (Vi) para
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obter uma concentracgéo inicial de 10°® esporos/mL (C2) no meio liquido com volume
final de 250 ml (V2).

3.6. COLETA E ANALISE DE AGUCAR DO MEIO LIQUIDO INOCULADO
Para analisar o consumo de acucar pelo fungo durante o periodo
determinado, foi realizada a retirada de uma amostra de 2 mL por dia durante 7 dias,
e com isso, a amostra seguiu para analise de acgucar pelo método do HPLC (soro de

leite) ou ADNS (melago e hidrolisado de bagaco de malte).

3.7. PREPARO DE MATERIAL INSOLUVEL EM ALCALI

Apébs o periodo de analise de acgucar, coletou-se a biomassa produzida apoés
os 7 dias, a qual foi levada para a estufa a 60 °C para efetuar a secagem e o
material ser pesado. Para separar as proteinas da parede celular fungica da
biomassa, ou seja, material insoltvel em alcali (AIM), adicionou-se 30 ml de solucao
de hidréxido de sddio 0,5 M por grama de biomassa seca. E entdo esse material foi
colocado na autoclave a 121 °C por 20 minutos. ApoOs isso, o material foi
centrifugado (4000 RPM, 5 min) e lavado com agua destilada por cerca de 10 vezes.
Entdo, o material insolavel foi novamente colocado na estufa a 60°C a fim de se

determinar a massa do AIM seco.

3.8. REMOCAO DE FOSFATO
O método relatado por Naghdi, Zamani e Karimi (2014) foi empregado para
remocao de fosfato. Neste método, para remover os fosfatos da parede celular, uma
solucdo 0,05 M de acido sulfarico (100 ml de acido por g de AIM seco) trataram o
AIM obtido a temperatura ambiente por 30 min com agitacao (120 rpm). Em seguida,
a fase sélida foi separada por centrifugacéo e lavada com agua destilada. Apds isso,

o AIM livre de fosfatos foi armazenado a temperatura ambiente.

3.9. REMOCAO DE QUITOSANA
Para remocdo da quitosana foi utilizado o procedimento apresentado por
Naghdi, Zamani e Karimi (2014). Para este efeito, o AIM isento de fosfato preparado
foi misturado com acido lactico 0,1 M (100 ml de acido por g de AIM) a temperatura
ambiente. O processo de remocéo foi realizado durante 1 h com agitacdo continua.

Ao final desta etapa, a quitosana foi dissolvida em &cido latico e a fragédo insoluvel,
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ou seja, a quitina fangica, foi separada por centrifugacdo e lavada com agua

destilada até pH neutro (5 lavagens de 5 minutos).

3.10. DESCOLORAQAO DA QUITINA
Nesta etapa, para eliminar os pigmentos, a quitina remanescente foi tratada
com solucdo de hipoclorito de sédio (0,315% m/v) por 5 min em temperatura
ambiente. A relagdo entre o volume do solvente e o peso da amostra solida foi
selecionada como sendo de 10 para 1. Ao final desta etapa, isola-se a quitina

branqueada para secagem.

3.11. SECAGEM E PESAGEM DA QUITINA
A quitina foi colocada na estufa por 1 dia a 50 °C, e ap0s isso, pesada para
determinar o rendimento de polimero produzido a partir de cada residuo industrial,

analisando a viabilidade da producéao utilizando cada um deles.

3.12. ANALISE DA QUITINA OBTIDA

Andlises de TGA e FTIR foram realizadas com o objetivo de identificar
possiveis aplicacdes para a microfibra de quitina. As analises foram realizadas com
o auxilio do Laboratério de Petroquimica (LPQ) do Laboratério Integrado de

Tecnologia em Petrdleo e Gas e Biocombustiveis (i-LITPEG).

3.12.1. Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) é uma técnica usada para estudar a
variacdo de massa de uma amostra em funcdo da temperatura e tempo. E a partir
dessa variacdo de massa, € possivel analisar as condicbes de mudancas fisicas ou
guimicas que acontecem com a amostra. Dessa forma, para realizar a andlise, foi
colocada uma pequena amostra de material em uma atmosfera inerte controlada e
apos isso, analisa-se a massa da amostra em decorréncia do aumento da
temperatura com o passar do tempo. As leituras foram realizadas usando um
analisador térmico simultaneo (Simultaneous Thermal Analyzer 5000, PerkinElmer).
Cada amostra foi analisada na faixa de temperatura de 30 a 900 °C, com uma taxa

de aguecimento de 10 °C.minL,
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3.12.2. Andalise FTIR - Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier

A analise de FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) ou
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier € uma analise que
utiliza da interferéncia de radiacdo infravermelho para identificar compostos. No
trabalho foi utilizado o equipamento PerkinElmer, modelo Spectrum 400, equipado
com um médulo de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Esse modulo possui um
cristal de diamante com reflexdo interna, permitindo a medicdo de amostras em
estado soélido e liquido. As andlises foram realizadas com uma resolucédo de 4 cm™,
utilizando 16 varreduras por analise. O equipamento gera uma média dessas 16
varreduras na resolucdo mencionada. Cada amostra foi analisada na faixa de

nimero de onda de 4000 a 550 cm™.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi o cultivo do fungo A. niger, visando a otimizacao
das condi¢cBes de cultivo para aumento da producéo de quitina pelo fungo, extracéao
e preparo da microfibra de quitina obtida.

E é uma via alternativa na producdo de quitina, visto que esta é
historicamente produzida pela extragdo de cascas de crustdceos. A primeira etapa
desse estudo foi a producéo da quitina feita do meio de cultivo com melaco, soro de

leite e bagaco de malte, respectivamente.

4.1. CARACTERIZAQAO DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS
4.1.1. Bagaco de malte
Os resultados da caracterizacdo do bagaco de malte foram coletados e
apresentados na Tabela 1 a seguir. Os resultados apresentam a média e o desvio
padrao de um total de 3 amostras.

Tabela 1 — Resultados da caracterizacdo do bagago de malte.

Umidade Extraiveis” Celulose” Hemicelulose®

(%) (%) (%) (%) Lignina” (%) Referéncias

74,91+0,51  14,93+1,55 9,29+0,47 18,62+0,62 19,85+6,31  Autor (2024)

Rojas-
1520 +
i 18.50 + 1,00 o2 2510+0,70 12,50+ 0,80 Chamorro et
! al. (2020)
Massardi;
i 833+0,76 1%’989; 2002+160 2080+042  Massini
' Silva (2020)
Mello;
i i 1%’2131' 23.41+230 2613+3,15 Vergilio: Mali
! (2013)

*Base seca
Fonte: O Autor (2024).

Analisando o percentual de extraiveis em base seca, o resultado se manteve
bem mais préximo do resultado obtido pelo estudo de Rojas-Chamorro (2020), e um
pouco maior do que o resultado de Massardi, Massini e Silva (2020). Porém, o valor

se manteve bem préximo da média dos resultados obtidos desses autores.
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Semelhante ao percentual de lignina, onde o resultado obtido foi bem proximo
da média dos resultados dos autores ja citados com a inclusdo do resultado do
estudo de Mello, Vergilio e Mali (2013).

Quanto aos resultados de celulose e hemicelulose, foi observado que o valor
obtido foi bem abaixo dos autores referenciados. Com relacdo a essa disperséo
desses resultados, isso é justificavel pelo fato de serem materiais de diferentes
cervejarias, onde pode variar o tipo do malte local, bem como os processos

utilizados em cada cervejaria.

4.1.2. Melaco
O acucar do melaco foi caracterizado via método ADNS, e apresentou 0s
seguintes resultados na Tabela 2 a seguir. Valores em gramas de acUcares

redutores por grama de melaco.

Tabela 2 — Resultados da caracterizacdo dos aclUcares do melaco.

Acucares redutores (g/g) Referéncias

0,78+0,05 Autor (2024)

Fonte: O Autor (2024).

Esse valor de concentracdo é relativamente elevado e esta de acordo com o
esperado para o melaco. Esse elevado valor de acUcares redutores torna o residuo

muito propicio para ser utilizado em processos fermentativos.

4.1.3. Soro de leite
A caracterizacdo dos acucares do soro de leite foi realizada via HPLC. Ja
considerando que houve a diluicdo do soro de leite em uma proporgéo 1:10 com

agua destilada, foram obtidos os seguintes resultados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados da caracterizacao dos aclcares do soro de leite.

Lactose (g.L™?) Galactose (g.L?) Referéncias

49,71+0,29 1,79+0,07 Autor (2024)

Fonte: O Autor (2024).

A concentragdo de 49,71 g.L* de lactose foi de acordo com o esperado para
esse tipo de residuo, ja que a lactose € o principal carboidrato presente no leite,
mesmo apods a separacdo dos sélidos, como caseina e gordura. Ja a concentracao
de 1,79 g.L! de galactose indica que parte da lactose foi hidrolisada. A diferenca
significativa entre as concentracdes de lactose e galactose sugere que a maior parte
da lactose ainda nao foi quebrada. E pela quantidade elevada de carboidratos, esse

residuo também pode ser muito bom para processos fermentativos.

4.2. HIDROLISE ACIDA DO BAGACO DE MALTE
No caso da hidrdlise do bagaco de malte, a hemicelulose e a celulose sao
quebradas em particulas de glicose, xilose e arabinose. Entao, ap6s o tratamento da
matéria prima, a producdo de biomassa tende a ser mais rentavel, visto que, nesse
caso, o fungo tera uma quantidade maior de acUcares de cadeia simples a
disposicéo. A seguir na Figura 9, as amostras de hidrolisado de bagaco de malte,
em duplicata, visto que a Amostra 3 foi descartada por ndo apresentar volume

suficiente para analise do experimento.
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Figura 9 — Amostras de hidrolisado de bagaco de malte realizadas em duplicata.

Fonte: Autor (2024).

4.3. CINETICA DE CONSUMO DOS ACUCARES
Nos primeiros dias do experimento da cinética do A. niger, é possivel
observar que a concentracdo de cada acUcar nos respectivos meios de cultivo € alta.
A medida que o A. niger cresce, ele consome esses aclicares como fonte primaria
de carbono e energia, resultando em uma diminuicdo gradual na concentracdo de

cada acucar, conforme observado na Figura 10 a seguir.
A diferenca na taxa de queda entre as linhas no gréfico pode ser atribuida as
caracteristicas enzimaticas do A. niger e a disponibilidade e preferéncia pelos
diferentes aclUcares e demais nutrientes que podem acelerar o processo de

crescimento.
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Figura 10 — Cinética de consumo de aclcares por parte do A. niger.
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Fonte: O Autor (2024).

A taxa de consumo dos acucares foi bastante semelhante entre os meios de
cultivo durante os 7 dias de experimento. Vale ressaltar que as amostras de
hidrolisado de bagaco de malte e melagco ndo foram coletadas nos dias 5 e 6 do
experimento, retomando a coleta no ultimo dia de experimento. Além disso, observa-
se que o consumo do hidrolisado de bagaco de malte comecou a aumentar
consideravelmente a partir do 2° dia de experimento, e isso resultou num maior
consumo final de acucares ao comparar com 0S outros meios no 7° dia de
experimento.

Com esse resultado, € esperado que o meio de hidrolisado de bagaco de
malte seja 0 que mais produza biomassa, dependendo muito da taxa de conversao e

afinidade do fungo com o acucar nas condicfes dispostas.

4.4, PRODUCAO DE BIOMASSA
De acordo com o cultivo do fungo em diferentes meios de cultura, foi possivel
analisar e identificar o meio com maior rendimento de quitina produzida, em
comparacdo com a biomassa produzida e acucar consumido. As amostras foram
realizadas em triplicata, mas devido ao baixo volume, a amostra 3 de bagaco de
malte foi descartada, entdo o estudo com esse meio de cultura especifico seguiu
com amostras em duplicata. Na Figura 11, é possivel observar o processo de coleta

da biomassa produzida no meio com hidrolisado de bagaco de malte.
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Figura 11 — Coleta da biomassa produzida em meio de hidrolisado de bagaco de malte.

Fonte: Autor (2024).

E com relagcédo aos resultados obtidos do rendimento, estes podem ser vistos
na Tabela 4 a seguir.
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Tabela 4 — Resultados ap6s a producédo da quitina em diferentes meios.

Concentracdo  Concentracao Rendimento

. . inicial de final de agucar Biomassa Quitina Rgndimento Quitina/ Rend.ir_nento
Meio de cultivo . produzida produzida Biomassa/ . Quitina/
aclcar na na amostra (9.LY) (9.LY) Actcar (g/g) Biomassa Acticar (g/g)
amostra (g.L™?) (g.LD 9 9 ¢ 9’9 (9/9) ¢ 9’9
Melaco 48,89 33,41 6,48 1,52 0,42 0,23 0,10
Soro de leite 57,09 34,25 5,20 1,56 0,23 0,30 0,07
Hidrolisado de 47,48 16,58 23,56 7,92 0,76 0,34 0,26

bagaco de malte

Fonte: O Autor (2024).
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Com isso, analisando o rendimento de massa de quitina por massa de
biomassa, foi obtido um valor de 0,34 g/g para a biomassa crescida em meio de
bagaco de malte, este que foi um valor bem préximo do rendimento do experimento
realizado com o soro de leite (0,30 g/g), enquanto o experimento realizado com o
melaco foi de 0,23 g/g.

Ja ao analisar o rendimento da producéo de quitina com o consumo de acucar
pelo fungo, o meio de cultivo de bagaco de malte foi o meio que obteve o maior
rendimento ao analisar o consumo de agucar no meio pelo fungo, com um
rendimento de 0,26 g.g. Seguido do meio de melaco com 0,10 g/g, e do meio com
soro de leite que teve um rendimento de 0,07 g.g>.

Ao observar o consumo dos acgucares pelo fungo, de acordo com o estudo de
El-Samragy et al. (1996), o A. niger consome, em meio de soro de leite, uma média
de 16 g de lactose por litro durante 9 dias, podendo chegar a 19 g.L* ao variar o pH
(pH mais baixo), e isso reflete uma semelhanca muito grande do consumo de acgucar
obtido neste experimento, que foi de, aproximadamente, 23 g.L! em 7 dias.
Indicando uma certa regularidade de consumo de acucar pelo fungo com esse meio
de cultivo.

Analisando o consumo dos acucares pelo A. niger no meio com melaco, de
acordo com o estudo de Ali et al. (2002), ao utilizar a cepa GCBT7, o fungo
consumiu cerca de 64% do acucar disponivel no meio em 6 dias, com uma
concentracdo de 150 g.Lt. E esse valor reflete o dobro do que foi consumido pelo
fungo, no atual estudo, onde o consumo foi de 32% do acucar disponivel em 7 dias.
Essa diferenca de valores pode estar relacionada a diferenca da cepa de fungos ou
até mesmo as condicdes de fermentacdo, que apesar de serem 0 mesmo meio de

cultivo e mesmo fungo, as condi¢cfes de concentracdo de acUcares sao diferentes.

45.  ANALISE TERMOGRAVIMETRICA — TGA
A analise termogravimétrica foi realizada com o objetivo de identificar as
principais reagbes que ocorreram com as amostras de quitina ao provocar 0
aumento da temperatura em um equipamento com atmosfera inerte.
A seguir, na Figura 12, pode-se analisar simultaneamente as principais
temperaturas onde houve perda de massa das amostras de quitina. Estas devem se

localizar no trecho caracteristico da quitina.
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Figura 12 — Analise termogravimétrica das quitinas produzidas em diferentes meios de cultivo.
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Fonte: Autor (2024).

Ao analisar a Figura 12, foi possivel observar uma perda de massa inicial
proximo dos 100 °C, que ocorre devido a temperatura de ebulicdo da agua, ou seja,
nessa temperatura a amostra perde agua remanescente de sua composicao.

Além disso, observa-se que ha outras temperaturas onde ocorrem grandes
perdas de massa do material. De acordo com a literatura cientifica, a quitina
geralmente comeca a se degradar em torno de 300 °C a 350 °C em atmosfera
inerte, como nitrogénio ou argdnio (Zhang; Wang; Liu, 2020).

Durante a degradacdo térmica da quitina, ocorrem processos de
despolimerizacéo e perda de grupos acetilados, resultando na formacéo de produtos
como quitosana e outras substancias menores. O comportamento térmico da quitina
e influenciado pela estrutura do polissacarideo e pela presenca de grupos
funcionais, que afetam a temperatura e os mecanismos de degradacdo. Em uma
atmosfera inerte, a auséncia de oxigénio evita a combustdo direta e permite que a
quitina seja degradada principalmente por processos térmicos e nao oxidativos
(Wang; Zhang; Li, 2019).

Ao analisar as analises em conjunto, o trecho da quitina fica confirmado ao

observar a Figura 13, que no trecho de temperatura da quitina (em torno de 300 a
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350 °C) ocorre o maior pico da 12 derivada, indicando uma acentuada perda de

massa nesse trecho.

Figura 13 — Primeira derivada da andlise termogravimétrica das quitinas produzidas em diferentes
meios de cultivo.
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Fonte: Autor (2024).

Na curva do bagaco de malte, é apresentado mais de um trecho de perda de
massa, e isso possivelmente pode indicar a presenca de contaminantes na quitina,

que podem ter influenciado no deslocamento da perda de massa no trecho

caracteristico.

4.6. ANALISE FTIR - ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER
As analises FTIR da quitina foram realizadas para identificar bandas
caracteristicas da quitina de acordo com valores referenciados na literatura. A Figura
14 a seguir apresenta as analises de quitina dos diferentes meios de cultivo. No
gréafico, observa-se o percentual de Transmitancia pelo Nimero de Onda, em cm™2,
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Figura 14 — Andlise FTIR das quitinas produzidas em diferentes meios de cultivo.
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Fonte: Autor (2024).

As bandas relacionadas a trechos O-H e N-H foram observadas em 3530 e
3200 cm, e vibragbes de C-H alifaticos em torno de 2930 e 2850 cmt, com uma
banda adicional em 1320 cm™ devido a flexdes alifaticas do C-H. A presenca de
quitina é associada ao grupo acetamida, com bandas entre 1750 e 1380 cm’, e
bandas entre 1250 e 800 cm™ refletem o anel piranosidico e as ligacdes glicosidicas
C-O-C e C-0, essas bandas estédo coerentes com o estudo de Hackbart (2017).

No entanto, nas analises da quitina produzida em meio com hidrolisado de
bagaco de malte foram identificadas algumas discrepancias, entre elas estdo os
picos acentuados em 3527 cm® e 3389 cm? (para estiramentos O-H e N-H),
respectivamente.

Além disso, nos picos de C-H em 2917 cm™ e 2850 cm™ foram observadas
intensidades menores do que o esperado. Bem como era esperada uma maior
intensidade dos picos caracteristicos do grupo acetamida, entre 1850 cm™ e 1550
cm™. Isso pode ser justificado pela presenca de contaminantes na amostra de

quitina, que podem ter inibido a deteccéo dessas bandas.
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5. CONCLUSAO

A conclusédo deste trabalho destaca a viabilidade do uso de residuos
agroindustriais, em especial o bagaco de malte, como substrato para a producao de
quitina pelo fungo Aspergillus niger.

Ao analisar o consumo de acucar, o fungo consumiu 15,48 g.L* no meio de
melaco, 22,84 g.L"! no meio de soro de leite, e 30,9 g.L* no meio de bagaco de
malte. A avaliacao de rendimento indicou que o bagaco de malte apresentou o maior
aproveitamento de quitina em relacdo a producédo de biomassa, com um percentual
de 34%.

Além disso, ao considerar o rendimento da producéo de quitina em fungéo do
consumo de acucar, o meio com hidrolisado de bagaco de malte também se
destacou, alcancando um percentual de 26%.

As andlises termogravimétricas e de FTIR confirmaram a presenca de quitina
na biomassa fungica, com propriedades fisico-quimicas que, em sua maioria, estdo
de acordo com a literatura, embora tenham sido observadas algumas variacées nas
bandas espectrais, especialmente no meio com bagaco de malte. Estas
discrepancias podem ser atribuidas as caracteristicas especificas dos substratos
utilizados e as condi¢Bes experimentais adotadas.

Em sintese, este estudo sugere que o aproveitamento de residuos
agroindustriais, como o bagaco de malte, pode oferecer uma alternativa sustentavel
para a producdo de quitina, e além disso, pode contribuir para a valorizacdo desses

subprodutos, integrando-0s em processos biotecnoldgicos de alto valor agregado.
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