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RESUMO

A quitosana € um polissacarideo natural originado da deacetilagdo da quitina. E
soltvel em acido devido a presenca de grupos amino, livres ao longo da cadeia
do polimero. Os fungos de classe Zygomycetes, em especial Rhizopus oryzae,
apresenta em suas paredes celulares quitina e quitosana, podendo as mesmas
estar ligadas através de proteinas e polifosfato ou outros componentes,
respectivamente. O polifosfato € um biopolimero de ampla aplicabilidade na
biotecnologia ambiental. A manipueira é o resultado do processo da mandioca
prensada para producdo de farinha e utlizada como fonte de carbono nos
processos fermentativos. A milhocina é um subproduto da producdo de amido de
milho e considerada como fonte de nitrogénio. Investigacbes foram realizadas
com Rhizopus oryzae em fermentacdo submersa para producdo de biomassa e
do complexo quitosana-polifosfato, através do cultivo em rejeito agroindustrial,
manipueira suplementado com milhocina, utilizando um planejamento fatorial
completo 2° sobre agitacéo de 150rpm por 96h. O ensaio com a maior quantidade
de biomassa e quitosana foi selecionado para realizar uma cinética de
crescimento para avaliar a producdo de biomassa e do complexo quitosana-
polifosfato. Neste sentido, foi utilizado frascos de Erlenmyers de 500mL de
capacidade, contendo 100mL do meio formulado, sendo inoculados em 1mL da
suspenséo de 10’ esporos por mL, incubados sob agitacdo orbital de 150rpm. As
amostras foram coletadas a cada 12 horas até o periodo de 120h. Os resultados
obtidos demonstraram um aumento maximo de biomassa com 48h de cultivo em
pH 7,3, com producdo maxima da quitosana por R. oryzae de 116mg/g de
biomassa em 36h de cultivo. O polifosfato complexado a quitosana apresentou
maior rendimento em 36h correspondendo a 13mg/mg de quitosana. Devido os
resultados obtidos na producdo de biomassa e o complexo de quitosana-
polifosfato por Rhizopus oryzae, tornaram-se economicamente viaveis devido a

utilizacao de rejeitos industriais para obtencéo desses polimeros.

Palavras-Chave: Rhizopus oryzae, Efluente industrial, Residuo industrial,

Biopolimeros.
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ABSTRACT

Chitosan is a natural polysaccharide originated from the deacetylation of chitin. It
is soluble in acid because of the presence of amino groups, free along the polymer
chain. The fungal class Zygomycetes, in particular Rhizopus oryzae, presents in
its cell wall chitin and chitosan, and they may be linked through the polyphosphate
or proteins and other components, respectively. The polyphosphate is a
biopolymer with wide applicability in environmental biotechnology. Manipueira is
the result of the process for production of pressed cassava flour and used as
carbon source in fermentation processes. The corn steep liquor is a by-product of
corn starch and regarded as nitrogen source. Investigations were carried out with
Rhizopus oryzae in submerged fermentation for production of biomass and
chitosan-polyphosphate complex, through cultivation in agro waste, cassava
supplemented with corn steep liquor, using a full factorial design on 23 agitation at
150 rpm for 96h. The test with the greatest amount of biomass and chitosan was
selected to perform a growth kinetics to evaluate the production of biomass and
chitosan-polyphosphate complex. In this sense, was used bottles of 500ml
capacity Erlenmyers containing 100mL of medium formulated being inoculated in
1-ml suspension of 107 spores per ml, incubated under orbital agitation at 150
rom. Samples were collected every 12 hours until the period of 120h. The results
showed a maximum increase of biomass with 48 hours of cultivation at pH 7.3,
with maximum production of chitosan by R. oryzae 116mg / g biomass at 36h of
cultivation. The polyphosphate complexed to chitosan had the highest yield in 36 h
corresponding to 13mg/mg chitosan. Because the results in the production of
biomass and chitosan-polyphosphate complex from Rhizopus oryzae, have
become economically viable due to the use of industrial wastes to obtain these

polymers.

Keywords: Rhizopus oryzae, industrial effluent, industrial waste, Biopolymers.

Xiii



LIMA, J.M.N. Produgdo do Complexo Quitosana — Polifosfato em Rhizopus
oryzae UCP 1506...

Capitulo |

14



LIMA, J.M.N. Produgdo do Complexo Quitosana — Polifosfato em Rhizopus
oryzae UCP 1506...

Capitulo |
1.1 Introducéao

A quitina e quitosana sdo polimeros atoxicos, biodegradaveis,
biocompativeis e produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades
vém sendo exploradas através de aplicacdes industriais e tecnoldgicas ha
guase setenta anos (GILDBERG e STENBERG, 2001; SACCO e MASOTTI,
2010). A quitina é um polimero linear natural, composto por unidade de 2-
desoxi-2-acetoamido-D-glucopiranose. E encontrada em carapagas de
crustaceos (ANDRADE et al., 2003; UYSAL et al., 2011), insetos e moluscos,
fungos e leveduras (FRANCO et al., 2005; AZEVEDO et al., 2007; JOHNSEN
et al., 2010).

A quitosana é obtida a partir da reacdo de desacetilacdo da quitina em
solucdo alcalina de hidréxido de sodio (MAGHSOODI e YAGHMAEI, 2010).
Durante essa reacao, os grupamentos acetoamido (-NHCOCHS3) da quitina séo
transformados, em graus variados de desacetilacdo acima de 50%, em grupos
amino (-NHy), dando origem a quitosana (KIMURA et al., 1999; MAGHSOODI e
YAGHMAEI, 2010). Esta, quando diluida em acidos organicos (acido acético,
férmico, citrico) e inorganicos (acido cloridrico e sulfurico), resulta em solucdes
viscosas capazes de formar geéis. Neste sentido, a quitosana vem sendo
estudada com sucesso em uma grande variedade de aplicacdes por apresentar
caracteristicas de biocompatibilidade (CHAKRABORTY e GHOSH, 2010),
biodegrabilidade (TANADA-PALMU et al., 2002; TANADA-PALMU et al., 2005;
CHAKRABORTY e GHOSH, 2010) e apresenta ainda propriedades
antimicrobianas e antitumorais (CHAKRABORTY e GHOSH, 2010; ZHANG et
al.,, 2010), emulsificante (KUMAR et al., 2000; JAAFARI et al.,, 2001), e
quelante de metais (KHOR et al., 2003). E também utilizado no tratamento de
efluentes (KIMURA et al., 1999) e pela formacdo de géis (ASSIS et al., 2003).
Em razdo de a quitosana formar facilmente filmes e membranas em solucfes
acidas diluidas, varias aplicacbes estdo sendo sugeridas, dentre elas a
formacdo de um filme semi-permeavel, que pode ser utilizado como envoltério
protetor de alimentos (ASSIS et al., 2003).
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As possibilidades de aplicagcdes sdo ainda enriquecidas pelo fato da
qguitosana poder ser preparada sob diferentes formas, tais como solugdes de
viscosidade controlada, géis, filmes e membranas, microesferas e
nanoparticulas (CAMPANA-FILHO et al., 2007; ZANG et al., 2010).

O comportamento dinamico do polifosfato, o0 seu acumulo e consumo
sd0 0s aspectos mais notaveis de seu metabolismo em microrganismos. O
desequilibrio entre a sintese e a degradacéo resulta em algumas variacfes
existentes, que estdo entre cem e mil vezes na sua concentracao final. Em
geral, a quantidade de polifosfato durante a fase exponencial de crescimento é
relativamente baixa, elevando-se no inicio da fase estacionaria. No entanto, a
capacidade de acumulo do polifosfato em resposta ao “stress” ambiental
imposto por limitagdes nutricionais, variacdes de pH, osmolaridade e tenséo de
oxigénio, tem sido descrito em inidmeros microrganismos, principalmente em
bactérias e leveduras (HAROLD, 1966; RAO e KORNBERG, 1996; RAO et al.,
1998a,b; MCGRATH e QUINN, 2000; KURODA e OHTAKE, 2000; HIJIKATA et
al., 2010).

A literatura apresenta uma grande diversidade de fontes para producéo de
guitina e quitosana, as quais influenciam as diferentes propriedades destes
polimeros e derivados, possibilitando assim o aumento do potencial
biotecnolégico e aplicacdes comerciais. Contudo, a literatura ainda € escassa
para fungos filamentosos (TANADA-PALMU et al., 2005; HARISH et al., 2006;
ZANG et al., 2010).

A manipueira € um liquido de cor parda que apresenta grande turbidez,
apresenta sélidos sedimentaveis e odores existentes caracteristicos. A
manipueira é o resultado do processo da mandioca prensada para a producao
de farinha, sendo descartada sem nenhum tratamento, provoca poluicdo do
solo e dos cursos de agua (rios e riachos), causando grandes prejuizos a
natureza e ao proprio ser humano (MESEL e PIMENTEL, 2007). Apresenta
dois componentes com forte potencial poluidor: a matéria organica
biodegradavel e o acido cianidrico (MESEL e PIMENTEL, 2007). Esse
subproduto da industria da mandioca € constituido de glicose, outros acucares,
proteinas, células descamadas, laminarina e derivados cianogénicos (acido

cianidrico, cianetos e aldeidos), outras substancias diversas e diferentes sais
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minerais, muitos dos quais podem ser considerados como fontes de macro e
micronutrientes para plantas e microrganismos (PONTE, 2000).

A milhocina é obtida através da maceracao do milho, apresentando um teor
de proteina de 25%, ndo devendo ser considerada proteina hidrolisada ou
hidrolisado protéico e sim como fonte de nitrogénio essencial para o
crescimento celular (PAIVA, 2004; FONTES et al., 2008).

Os fungos representam um dos grupos de elevado interesse pratico e
cientifico na area da biotecnologia, destacando-se a ordem Mucorales, classe
Zygomycetes, principalmente, pela presenca de quitina e quitosana em suas
paredes celulares (ALEXOPOULOS et al., 1996).

A utilizacdo de massa micelial de fungos como fonte alternativa para a
producdo de quitina e quitosana tém demonstrado grandes vantagens, tais
como: a extracdo simultdnea da quitina e da quitosana, independendo dos
fatores de sazonalidade (SILVA et al., 2006). A quantidade desses
polissacarideos extraidos da biomassa varia de acordo com a espécie de fungo
e as condi¢cles nutricionais, principalmente a fonte de carbono utilizada nos
processos de producdo (CAMPOS-TAKAKI, 2005).

O fungo Rhizopus oryzae apresenta quitina e quitosana em suas paredes
celulares, sendo este fator, uma caracteristica fisiologica utilizada como carater
significativo na taxonomia e filogenia desses organismos (CAMPOS TAKAKI,
2005).

Desta forma, procuram-se investigar a producdo do complexo quitosana-
polifosfato por Rhizopus oryzae e caracterizar fisico-quimicamente estes
polimeros, considerando a necessidade de utilizacao de rejeitos agroindustriais

(manipueira e milhocina).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar a producdo do complexo quitosana-polifosfato por Rhizopus
oryzae (UCP 1506), utilizando meios de produgdo contendo substratos
alternativos, como manipueira (efluente), suplementado com o residuo

industrial milhocina.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar a melhor condigcdo com maior produgéo de biomassa por R.
oryzae no meio contendo diferentes concentracbfes de manipueira e

milhocina, utilizando um planejamento fatorial completo de 23;

e Analisar a producdo de quitosana por R. oryzae no meio contendo

diferentes concentracdes de manipueira e milhocina;

e Realizar a cinética de producéo de biomassa, quitosana e de polifosfato

em R. oryzae a partir da condicao selecionada;

e Extrair e isolar o complexo quitosana-polifosfato a partir da biomassa

produzida na melhor condigéo;

e Caracterizar fisico quimicamente a quitosana e o polifosfato obtido de R.

oryzae produzida nos meios alternativos;

e Avaliar os resultados obtidos através de analise estatistica software
STATISTICA.

18
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Historico

A quitina foi isolada de cogumelos, pela primeira vez em 1811, por
Braconnot, aproximadamente 30 anos antes da celulose, porém, permaneceu
como um recurso de biomassa por muito tempo nao utilizado por falta de
estudos. O produto foi inicialmente nomeado como fungina e por meio de
analises fisico-quimicas observou-se parecer possuir algumas impurezas
guimicas, possivelmente outro polissacarideo (KNORR, 1991; ROBERTS,
1992; ALMEIDA, 2009).

Em 1823, Odier isolou um residuo insolavel contido em carapacas de
insetos, o qual chamou de quitina. Porém houve falhas em detectar a presenca
do nitrogénio da molécula, entretanto foi o primeiro a concluir que a quitina se
assemelhava com vegetais e com substancias estruturais encontradas em
carapacas de insetos (ALMEIDA, 2009). Odier também identificou a quitina em
carapacas de caranguejos desmineralizado e sugeriu que era 0 material basico
de exoesqueleto em todos os insetos, e possivelmente em aracnideos.
Somente em 1843, Payen detectou a presenca do nitrogénio na quitina
(ALMEIDA, 2009).

Pesquisadores da época, como Odier e Children, relataram em seus
trabalhos que isolaram a quitina com multiplos tratamentos com solucdes de
hidroxido de potassio concentrado, e, portanto, muito provavelmente devido a
poucas informacdes na época tenham obtido quitosana ao invés da quitina. A
guitosana foi reconhecida e descrita pela primeira vez em 1859 por Rouget,
gue demonstrou que o tratamento da quitina com solucbes concentradas de
KOH originava uma quitina modificada, que era soltvel em solu¢des diluidas de
acidos organicos fracos, por este motivo, Hoppe-Seyler propés o0 nome
guitosana ao produto que, por surpresa, continha o mesmo conteudo de
nitrogénio que a quitina original (ROBERTS, 1992 Apud ALMEIDA 2009).
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A literatura descreve que a similaridade da quitosana e a quitina com a
celulose, ocasionou uma enorme confusdo que permaneceu até meados do
século XX, quando pesquisas demonstraram se tratar de substancias
diferentes. A celulose, por ser bastante utilizada industrialmente, passou a
contar com intensos investimentos, em contraste com a quitina e quitosana,
gue ficaram restritas apenas a pesquisa basica. Apesar de ter sido descoberta
h& dois séculos, seu estudo e aplicacdo s6 apresentou significancia por volta
de 1970.

Quatro fatores tiveram que ser determinados para obtencdo da estrutura
guimica da quitina, e também da quitosana (ROBERTS, 1992 Apud Almeida,
2009):

1. O componente monossacarideo

2. O anel (piranose ou furanose)

3. A posicédo da ponte glicosidica entre 0s sucessivos monossacarideos

4. A estereoquimica das pontes glicosidicas.

A quitosana foi produzida pela primeira vez em 1971 no Japao, e em
1986 ja possuia quinze indastrias produzindo quitina e quitosana
comercialmente. O Japdo e EUA sdo os paises que vem se destacando na
producdo e consumo, assim como na pesquisa desses polissacarideos
(KURITA, 2006; WANG et al., 2010).

1.3.2 Quitosana: consideracdes gerais

O termo quitosana é empregado para identificar as quitinas desacetiladas que

possuam grau médio de acetilacdo menor ou igual a 50% e que sejam sollveis em
solucgdes aquosas diluidas de acidos, tais como acidos acético e cloridrico, enquanto que
a quitina corresponde a produtos muito mais acetilados e insollveis na maioria dos
solventes testados. A solubilidade apresentada pela quitosana é atribuida a presenca de
grupos amino na sua estrutura, 0s quais sdo protonados em meio acido, resultando em
cargas positivas distribuidas ao longo de suas cadeias e conferindo a sua
hidrossolubilidade (BATTIST e CAMPANA-FILLHO, 2008; ZHANG et al., 2010).
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A quitosana remonta desde século XIX, quando discutiram a sua forma desacetilada
(KIM et al., 2007). A quitina, fonte de material para a quitosana, € um dos mais abundantes
materiais organicos, sendo segunda apenas a em relagdo a celulose na quantidade produzida
anualmente por biossintese microbiana. E um importante constituinte do exoesqueleto de
animais, especialmente em crustaceos, moluscos e insetos. Os fungos também apresentam

esse polimero fibrilar na composicéo de sua parede celular (EUGENE e LEE, 2003).

A quitosana é um dos principais derivados de quitina, correspondendo a
um copolimero constituido de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
(GIcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) unidas pelo mesmo tipo
de ligacdo glicosidica presente na quitina (BATTIST e CAMPANA-FILHO,

2008). O peso molecular da quitosana pode variar de 300 a mais de 1000 kD

com um DD (grau de desacetilacdo) de 30% para 95% (DORNISH et al.,, 2001;
VANDE VORD et al., 2002).

Em geral, quitosana apresenta dois tipos de grupos funcionais reativos: um grupo
amino, bem como primarios e secundarios grupos hidroxila nos C,, C; e Cs nas respectivas
posices (KIM et al., 2007; ZHANG et al., 2010). (Figura 1).
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Figura 1. Estruturas moleculares da quitina e quitosana. Fonte:
(DALLAN, 2005)

A producéo industrial da quitosana se faz por meio de reacdes de desacetilagdo,
utilizando substancias acidas como reagentes. Entretanto, nos dltimos anos, outras formas de

desacetilagdo tém sido utilizadas, principalmente a desacetilagdo microbiana através da
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enzima quitina deacetilase, proporcionando excelentes rendimentos de quitosana (DALLAN,
2005).

A producéo e caracterizacdo da quitosana modificada a partir da adicdo de anidrido
succinico, foram discutidas por Mello et al. (2006), com o objetivo de obter a N-succinil-
quitosana. Esta modificacdo possibilita uma solubilidade do polimero em meio neutro ou

ligeiramente alcalino.

1.3.3 Polifosfato: consideracdes gerais

O polifosfato € um polimero linear formado por residuos de ortofosfato,
unidos por ligacdes fosfoanidridicas, termodinamicamente equivalentes ao
fosfato de alta energia de ATP (Tri-Fosfato de Adenosina). Por ser um
composto energético e estruturalmente mais simples do que o ATP, o
polifosfato € considerado um precursor do ATP na evolugao bioquimica (LIMA,
2008).

Em eucariotos, o polifosfato ocorre principalmente no citoplasma, na
superficie celular, no periplasma e na membrana plasmatica. A diferenca
basica entre as células eucaridticas e procaridticas, é o melhor
desenvolvimento da compartimentalizacdo de processos bioquimicos que
ocorrem em eucariotos, nos quais estes processos ocorrem em organelas
consideradas especializadas. Assim como nas bactérias e nos eucariotos, o
polifosfato esta localizado em todos os compartimentos celulares estudados
(LIMA, 2007).

O metabolismo do polifosfato € executado por diferentes grupos de
enzimas, responsaveis pelo equilibrio dinamico entre sintese e degradacao, de
modo que qualquer interferéncia nesse balanco resulta em um acumulo ou na
degradacéo total desse polimero pela célula (LIMA, 2008).

O acumulo de polifosfato pelos microorganismos apresenta varias
implicacbes biotecnologicas, médicas e industriais. Um desses processos
envolvem o acumulo de polifosfato por microorganismos submetidos a ciclos
alternados de condicbes anaerdbicas/aerdbicas. Este fenbmeno é a base do
processo de tratamento de efluentes contaminados com fosfato, designado de

‘remogao melhorada de fosfato bioldgico” (LIMA, 2007).
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1.3.4 Fungos Filamentosos

Fungos sdo organismos eucarioticos quimio-heterotréficos, que
absorvem componentes organicos como fonte de energia. Sdo aerdbios em
sua grande maioria, sendo alguns envolvidos diretamente nos processos
fermentativos. Outros fungos s@o conhecidos como anaerdbicos estritos e
facultativos. Podem ser unicelulares, contendo estruturas alongadas, esféricas
ou ovais, nao filamentosos, se reproduzindo por brotamento e formam col6nias
pastosas ou cremosas. Os fungos multicelulares contém formas filamentosas,
sdo consideradas as mais numerosas, apresentam células tubulares,
denominadas de hifas, podendo ou n&o apresentar septos entre elas
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

As células dos fungos nédo possuem plasmidios e nem centriolos. As
mitocondrias sao constituidas por cristas planas. Também estdo presentes o
complexo de Golgi e os peroxissomos. Possuem a parede celular constituida
principalmente por quitina e B-glucanos. A membrana celular € constituida por
ergosterol, existe um esterol caracteristico de fungos, também presente em
algumas microalgas. Flagelos podem estar presentes somente em estruturas
de reproducéo em alguns grupos (BRASIL, 2008).

Os fungos apresentam reproducdo sexuada e/ou assexuada de diversas
formas, bem como o fenbmeno de parassexualidade, que consiste na
recombinacdo genética na mitose. As estruturas de reproducdo séo diferentes
daquelas somaticas, exibindo uma variedade de formas, as quais séo utilizadas
em sua classificacdo (PELCZAR et al., 1997).

Atualmente existem cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos, e
desse numero sao conhecidas pelos micologistas somente cerca de 69.000
espécies. A classificacdo taxondmica dos fungos verdadeiros incluem os Filos
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e fungos
mitosporicos (ALEXOPOULOS et al., 1996). A recente classificacdo
taxondmica para os fungos tem como base a introducdo de técnicas
envolvendo a biologia molecular, tais como a andlise de proteinas,
carboidratos, sonda de DNA, caracterizacdo molecular e diversas analises

genbmicas. Muitas modificacfes tém sido introduzidas no sistema de
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identificagdo dos fungos, causando conflitos entre os micélogos e o0s
fitopatologistas (NASCIMENTO, 2006).

1.3.5 Zygomycetes

Os fungos dessa classe sdo descendentes de ancestrais comuns dos
fungos quitridiomicetos. A parede celular desses fungos é constituida por
quitina e quitosana. O micélio é formado por hifas cenociticas, apresentando
septos somente nos érgaos de reproducdo ou quando as colénias envelhecem.
A reproducdo sexuada origina estruturas chamadas de zigosporangios que irdo
formar os zigospéros. Podem também se reproduzirem assexuadamente por
fragmentacao, pois os fungos possuem grande capacidade de regeneracéo, ou
ainda pela formacdo de estruturas de reproducdo assexuada como gemas,
clamidésporos ou esporangios. As estruturas de reproducéo dos fungos dessa
classe muitas vezes formam ornamentacdes e sao utilizadas para identificacéo
das espécies (PELCZAR et al., 1997; SILVA e COELHO, 2006).

Os Zygomycetes compreendem cerca de 770 espécies de fungos
terrestres. Apesar da maioria delas serem saprofitas, existem muitas espécies
parasitas de plantas superiores, outras que atacam graos, legumes e frutos
estocados e outras ainda sao formadoras de micorrizas, representados pela
ordem Glomales, simbiotréficos obrigatorios e mutualistas com plantas que o
hospedam. H& casos relatados de micoses profundas (sistema nervoso central,
pulmbes, globo ocular) em pessoas imunodeprimidas por tratamentos
guimioterapicos ou em portadores do virus HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana) (ALEXOPOULOS et al., 1996; TRUFEM, 2000).

1.3.6 Rhizopus oryzae

O Rhizopus é 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
(ALEXOPOULOS, 1996). Morfologicamente s&o considerados fungos

filamentosos, ndo septados, com micélios cotonosos formando esporangioforos
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nos nodulos, onde se encontram os rizéides. Seus esporangios sao,
usualmente, grandes e negros e suas columelas sédo esféricas. A base dos
esporangios tem a forma de taga. A reproducdo sexuada requer dois talos de
tipos diferentes que sdo designados com o0s sinais positivo (+) e negativo (-),
substituindo os adjetivos macho e fémea (PELCZAR et al., 1980). Algumas
espécies deste género sdo contaminantes comuns em pacientes que sofrem de
doenca zigomicose (CHEN et al., 2009) e determinadas espécies sao
consideradas fitopatogénicas (TRUFEM, 2000).

No género Rhizopus sao 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 morfolégicas, 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
diferenciacao das espécies do género (ALEXOPOULOQOS, 1996).

1.3.7 Aplicacges Biotecnoldgicas do Rhizopus oryzae

Estudos realizados por Wang, Du e Wang (2008), descrevem a
importancia da producédo de quitosana por R. oryzae e evidenciam o potencial
biotecnolégico desse fungo, na producédo desse biopolimero, ao comparar com
os resultados obtidos por fungos das espécies Absidia coerulea e Mucor rouxii.

E amplamente utilizado na producdo de alimentos fermentados de
bebidas alcodlicas no Sudeste da Asia, China e Jap&do. Nos Ultimos anos,
também foi empregado na producado de iogurtes (CHEN et al., 2009). Segundo
Liao (2008), o &cido fumarico € amplamente usado como acidulante de
alimentos e bebidas. Apresentam varias aplicacdes industriais como resina
sintética e polimeros biodegradaveis, que participam na producdo de
intermediarios para sinteses quimicas.

O R. oryzae é um importante microrganismo que apresenta atividade
enzimatica aminolitica, o que |he permitem converter o amido diretamente a
acido L-lactico, producdo comparavel as das bactérias homofermentativas.

Vérios subprodutos tais como acido malico, &cido férmico, acido propidnico e
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etanol, podem ser produzidos simultdneamente durante o periodo em que
ocorre a fermentacao lactica (ZANG et al., 2006).

Alguns fermentados de soja tornam-se mais leves e nutritivos quando
produzidos a partir da utilizacdo de fungos Rhizopus ligosporus, R. oryzae, R.
arrhyzus ou R. stolonifer, e também com a participa¢do, com menor relevancia,
de bactérias e outros fungos (SILVA e COELHO, 2006).

Segundo Tortora et al., 2005, a producdo em larga escala envolvendo os
microorganismos, células ou componentes celulares e seus produtos sdo
considerados resultados da biotecnologia. Entre outros processos
biotecnoldgicos, os fungos ocorrem em processos de biorremediacdo, 0s
organismos vivos sao utilizados tecnologicamente para remover e reduzir
poluentes ambientais.

A biorremediacédo € uma tecnologia complexa e sua implementagcao ocorre
em etapas que compreendem um estudo do ambiente, do tipo de
contaminante, dos riscos e da legislacdo pertinente. E necessaria uma
caracterizacdo do tipo, da quantidade do poluente, bem como avaliacdo de
natureza bioldgica, geoldgica, geofisica e hidrologica do local contaminado
(GAYLARD et al., 2002).

Bhainsa e D"Souza (2007), investigaram a remocdo do cobre a partir da
massa micelial do R. oryzae pré-tratada com NaOH, afirmando que o fungo
apresenta consideravel compatibilidade com este metal, relevando o potencial
de biossorcédo. A aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas tem sido utilizada como
um meio de biodegradacdo de residuos organicos no meio ambiente. Estas
técnicas, inovadoras, contribuem como uma alternativa para solucdo de

tratamento de rejeitos solidos produzido pela acdo do homem na natureza.

1.3.8 Producao de quitosana

A producédo e a aplicacéo industrial da quitosana foram iniciadas a partir
de 1970. No Japéo, cresceu 37% durante os anos 1978 e 1983, pesquisas
apontam para uma grande variedade de aplicacdes da quitina e da quitosana
devido a sua grande versatilidade (CAMPOS — TAKAKI, 2005).
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A quitosana apresenta muitas aplicacdes em diversos setores
tecnologicos como, na, agricultura (mecanismos defensivos e adubo para
plantas), tratamento de &gua (floculante para clarificacdo, remocdo de ions
metalicos, polimero ecoldgico e reducéo de odores), industria alimenticia (fibras
dietéticas, redutor de colesterol, conservante para molhos, fungicida e
bactericida, recobrimento de frutas), industria de cosméticos (esfoliante para a
pele, tratamento de acne, hidratante capilar, creme dental) e biofarmacéutica
(imunolégico, antitumoral, hemostético e anticoagulante). Atualmente sua maior
aplicacdo é na éarea biomédica (suturas cirargicas, implantes dentarios,
reconstituicdo éssea, lentes de contato, liberacdo controlada de drogas em
animais e humanos, encapsulamento de materiais) (DU et al., 2009).

A quitosana utilizada como alimentos funcionais, que fornece a nutricdo
basica e promovendo a saude, vem ganhando destaque, por apresentar
propriedades cientificamente comprovadas como no auxilio da redugéo do
colesterol e na perda de peso (atraves da captura de moléculas de gorduras)
(AZEVEDO et al., 2007).

A indigestibilidade no trato gastrintestinal superior, alta viscosidade,
natureza polimérica e baixa afinidade pela agua no trato gastrintestinal inferior
séo fatores responsaveis pelo efeito hipocolesterolémico da dieta fibrosa. A
guitosana atende a maioria destes critérios e tem uma caracteristica especifica
em relacdo a outras fibras; in vitro, ligando-se a uma variedade de anions,
como acidos biliares e acidos graxos livres em solucbes com pH reduzido
através das ligacdes idnicas resultantes dos grupos aminicos (DAMIAN et al.,
2005).

Inimeras caracteristicas distinguem quitina e quitosana dos demais
polissacarideos, sendo uma delas a atividade antimicrobiana. Esses polimeros
provocam a inibicdo do crescimento de microorganismos, como Escherichia
coli, Fusarium, Alternaria, Helminthosporium, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Shigella dysenteriae,
Aeromonas hydrophila, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Coliforms,
Vibrio, Agrobacterium tumefaciens, Corynebacterium michiganence, Erwinia

sp., Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens, Xanthomonas campestris,
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Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Drechslera sorokiniana, Micronectriella
nivalis, Procularia oryzae, Rhizoctonia solani, Tricophyton equinum e Candida.
Alguns pesquisadores explicam a atividade antimicrobiana da quitosana devido
a presenca de grupos aminicos que, uma vez em contato com os fluidos
fisiologicos, provavelmente sdo protonados e se ligam a grupos anibnicos
desses microorganismos, resultando assim na aglutinagcdo das células
microbianas e na inibicdo do crescimento (SILVA et al., 2006).

Quitina e quitosana desempenham, ainda, um importante papel na
hemdéstase (SINGLA et al., 2001), porém de maneira independente ao sistema
classico da cascata de coagulacao. Okamoto et al (2003) mostraram que esses
polimeros reduzem o tempo de coagulacdo sanguinea de forma dose-
dependente, sendo a quitosana (tempo de coagulacédo sanguinea de 3,7 min)
mais eficaz que a quitina (tempo de coagulacdo sanguinea de 4,7 min) (SILVA
et al., 2006).

Esses co-polimeros apresentam também uma potente acdo analgésica
topica. O principal efeito analgésico da quitosana € decorrente da captura de
hidrogénios acidos liberados no local da inflamacéo pela ionizacdo do grupo
aminico a NH3 +. A bradicinina, mediador quimico liberado pelo cininogénio
plasmatico e outras citocinas, como Fator de Necrose Tumoral a (FNTa) e as
Interleucinas 1 (IL-1) e 8 (IL-8), parecem ser particularmente importantes para a
producdo da dor no local inflamado. A quitosana teria a propriedade de
absorver a bradicinina liberada no sitio da inflamacdo e a quitina, capacidade
de absorcao quase trés vezes mais do que a quitosana (SILVA et al., 2006).

Alguns investigadores tém reportado que a quitina e a quitosana
induzem a analgesia. Verificaram que a quitosana forneceu uma sensacao
refrescante, agradavel e calmante topico, quando aplicada em feridas abertas
(LARANJEIRA e FAVERE, 2009).

A quitosana pode atuar na prevencdo de formacao de “biofilmes” de
microorganismos (crescimento de fungos e bactérias) em procedimentos ou
dispositivos de implantes. Estudos revelam que quando um biofilme se forma
ou se acumula sobre um implante, € necessario um procedimento cirargico
para remocdo. Uma investigacao preliminar dos efeitos de um revestimento de

guitosana sobre o desenvolvimento de biofilmes bacterianos ou fungicos,
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sugere que O revestimento de quitosana destr6i 0Ss microorganismos
essencialmente pela imobilizagdo ou fixagcdo dos mesmos, evitando que 0s
mesmos se multipliguem a superficie do implante (AZEVEDO et al., 2007).

Devido as propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, a
guitosana pode atuar como material substituto 6sseo que, ao longo do tempo,
vai sendo substituido por osso natural. Polimeros de quitosana sdo constituidos
por arranjos paralelos de pontes de hidrogénio que conferem melhores
propriedades mecéanicas, com alta resisténcia a cargas, bem como estabilidade
ao enxerto, caracteristicas extremamente importantes especialmente nos
estagios iniciais de formacéo 6ssea (SPIN-NETO et al., 2008).

Segundo Ueno et al (2001), a prépria da estrutura quimica da quitosana,
similar a estrutura do acido hialurénico, reforca a indicacdo do uso deste
biopolimero como agente cicatrizador e reparador, pois a quitosana é capaz de
aumentar as fungbes de células inflamatérias como os leucocitos
polimorfonucleares e macrofagos, promovendo assim a organizacdo celular e
atuando no reparo de feridas amplas. Conforme o que foi descrito por
Laranjeira e Favere (2009), a quitina e a quitosana utilizadas em animais com
ferimentos, apresentam uma rapida cicatrizacdo, reduzem a frequéncia de
tratamento, diminuem a dor e protegem a superficie da ferida.

A quitosana, por ser um biomaterial seletivamente permeéavel, surgiu
como bom candidato a meio de liberacdo de medicamentos no meio
gastrointestinal, na mucosa oral, canais radiculares, dentinas cariadas ou
bolsas periodontais, estudos realizados tém apresentado resultados que
corroboram com o uso da quitosana nesta aplicacdo, visto que explicitam as
gualidades dessa substancia como agente de liberacdo de farmacos,
principalmente quando se necessita de liberacdo lenta e controlada (SPIN-
NETO et al., 2008).

Segundo os estudos realizados por Chaves et al (2009), a quitosana
apresentou uma grande capacidade em adsorver o corante violeta e pode ser
usado como material de baixo custo para remocdo de poluentes ambientais,
especialmente os corantes presentes em aguas residuais.

Tharanathan e Prashanth (2007) realizaram uma ampla pesquisa sobre

a quitina e a quitosana, investigando suas modificacbes e aplicagbes. Neste

29



LIMA, J.M.N. Producédo do Complexo Quitosana — Polifosfato em Rhizopus
oryzae UCP 1506...

estudo ficou comprovado que as areas de aplicacbes da quitina/quitosana e
seus derivados sao ilimitados, uma vez que estes polimeros podem ser obtidos
na forma de fibras, microesferas e nanoparticulas. S&o mencionadas
aplicacbes na area de alimentos e nutricdo, ciéncia dos materiais, ciéncias

médicas e farmacéuticas, microbiologia, imunologia dentre outras.

1.3.9 Substratos

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes
guantidades de substratos, tanto liquidos como solidos. 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 racado animal ou
adubo. Atualmente, conceitos de minimizacao, recuperacao, aproveitamento de
subprodutos e bioconversdo de residuos sdo cada vez mais difundidos e
necessarios para as cadeias agroindustriais (LAUFENBERG et al., 2003).

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 biotecnologicos considerados Uteis. Nesse contexto, a
fermentacdo em estado sélido (FSS) desempenha um papel de destaque no
aproveitamento dos residuos soélidos, 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).

As atuais linhas de pesquisa em FSS sdo o enriquecimento protéico de
residuos agroindustriais, onde microorganismos selecionados aumentam o teor
protéico desses materiais, de modo a serem utilizados na alimentacdo humana
ou animal; a destoxificagdo de residuos, por meio da eliminacédo de substancias
recalcitrantes que impedem sua aplicacdo intensiva; e a producdo de
compostos de alto valor agregado, como enzimas e diferentes metabdlitos
(PANDEY, 2003).
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Diferentes tipos de microorganismos como bactérias, leveduras e fungos
flamentosos podem crescer em diversos substratos sdélidos. Contudo, sdo os
fungos filamentosos os mais adaptaveis a esse tipo de processo, pois sao
capazes de crescerem com pouca agua e muitos solidos presentes, além de
sua forma de crescimento, por meio de hifas, favorecem a colonizagdo do
meio. Esse fato se traduz na grande quantidade de aplicacdes e produtos
obtidos pelo emprego desses microorganismos (DURAND, 2003).

1.3.9.1 Manipueira

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

A importancia 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 obtidos (CEREDA, 2001). A partir da
otimizacdo dos processos produtivos e dos avancos tecnoldgicos propiciados
pela pesquisa cientifica e tecnoldgica, surgiram novas possibilidades de
exploracdo deste produto. Exemplos de novos produtos sdo a extracdo de
beta-caroteno da folha (ORTEGA, 2003), a utilizagdo do polvilho em “chips”
(GRIZZOTO e MENEZES, 2004).

A agua residuaria, manipueira, possui a maioria dos compostos solaveis,
incluindo a linamarina, que é o B-glicosideo de acetonacianidrina, responsavel
pela liberacdo de cianeto nos corpos d’agua e solo. O teor de cianeto total no
liquido € 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).
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Segundo Lamaison (2009), a manipueira caracteriza-se por conter
elevada carga organica soluvel (DQO) e alguns sdlidos insolliveis ou em
suspensao, além da presenca de glicosideo hidrolisavel o cianeto que apesar
da pequena quantidade levando-se em consideragdo a diluicdo, permanece

nesta agua na forma de &cido cianidrico aumentando o seu potencial poluidor.

Tabela 1: Valores Médios para a caracterizacado de residuos liquidos da

industrializagdo da mandioca

Componentes Manipueira de Manipueira de
Farinheira Fecularia
Agua (%m/iv) 92,77 91,53
Proteina 1,22 0,97
Amido (% m/v) 4,67 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 aguas geradas durante o processamento da mandioca, nas
pequenas industrias, sdo normalmente descartadas para o meio ambiente,
muitas vezes, sem o devido tratamento prévio. Além do aspecto de agresséo
ao meio ambiente, deve ser considerado também que o despejo indevido dos
sub-produtos de mandioca constitui em perda de rendimentos para o produtor,
guando se consideram as quantidades e composicdo das aguas geradas na
producdo (LAMAISON, 2009).

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

de carbono em processos fermentativos (LAMAISON, 2009).
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A respeito dos tratamentos utilizados para esta &gua residuaria,
encontram-se trabalhos relatando a producdo de biogas pelo seu tratamento
anaerdébio (PATINO, 2001) e também a possibilidade de tratamento aerébio em
sistemas de lodos ativados (OLIVEIRA et al., 2001).

Barana e Cereda (2000) utilizaram um biodigestor anaerobio de duas
fases, obtendo-se uma eficiéncia de 80,9%, com carga organica de 0,33g
DQO/L.d. Ribas e Barana (2003), também, utilizaram com sucesso para a
remocdo de 71% de DBO da manipueira, um reator anaerébio, aplicando-se
cargas de 0,86g DQO/L.d.

1.3.9.2 Milhocina

A milhocina é um subproduto da producdo de amido de milho.
Industrialmente, o milho seco é macerado em uma solucao de acido sulftrico a
guente; a fracdo soluvel sofre uma suave fermentacdo lactica natural que
ocorre devido a presenca de bactérias na solucéo, e €, entdo, submetida a uma
operacao de evaporacdao, na qual a milhocina é concentrada. A milhocina &
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 composicao da milhocina é muito variavel, dependendo da origem da
matéria-prima e de seu processamento. Uma composicdo quimica é
demonstrada na Tabela 2 e 3. Dentre os compostos variados encontram-se
ions metdlicos, vitaminas e outros compostos em pequenas quantidades
(DOMINGOS, 2009).
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Tabela 2: Composi¢édo quimica de milhocina.

Substancias Porcentagem %
Milhocina em Base Seca 50,7

pH 3,9

Proteina 40,8 (Base Seca)
Acido Léctico 16,0 (Base Seca)
AcuUcares Redutores 12,8 (Base Seca)
Compostos Variados 30,4 (Base Seca)

Fonte: AKHTAR (1998).

Muitos desconhecem, mas a milhocina ou agua de milho, é usado na
cultura do material de onde se extraem a “penicilina”, a “estreptomicina” e
outras drogas similares. Apresenta um alto valor protéico e € utlizada na
composicdo de tbnicos. A dextrose ou acucar de milho por ser idéntica ao
acucar que existe no sangue humano € usado nos hospitais em injecdes
endovenosas para recuperar as forcas de pessoas enfermas ou em estado
pos-operatorio. Até mesmo sangue para transfusdes € algumas vezes
enriquecido com a adicdo de dextrose (DOMINGOS, 2009).
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Tabela 3: Composi¢cdo de Aminoacidos, Vitaminas e Minerais encontrados em

uma Solucédo Concentrada de Milhocina

Aminoacidos Vitaminas Minerais
(%) (mg/Kg) M
(%)
Alanina 9,83 | Biotina 0,3 Calcio 0,14
Arginina 3,68 | Cholina 3.500,0 Cobre 15,0
A aspartico 5,82 Inositol 6000,0 Ferro 100,0
Cisteina 2,20 Niacina 80,0 Manganés 20,0
Ac gutamico 18,07 | Piridoxina 9,0 Manganés 0,60
Triptofano Riboflavina 6,0 Potassio 2,80
Glicina 5,27 | Tiamina 3,0 Sodio 0,10
Histidina 3,72 | Acido Fosforo 1,18
Pantotémico 15
Isoleucina 3,07 Selénio 0,3
Leucina 8,28 Zinco 60,0
Lisina 4,75 Enxofre 0,60
Tirosina 3,09
Metionina 1,98
Fenilanina 2,85
Prolina 9,64
Serina 5,18
Treonina 4,08

Fonte: MENEGASSI (2007).
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INFLUENCIA DE REJEITOS AGROINDUSTRIAIS (MANIPUEIRA E MILHOCINA) NA
FORMAGAO DO COMPLEXO QUITOSANA — POLIFOSFATO EM Rhizopus oryzae
UCP1506

Jaceline Maria de Negreiros Lima; Grayce Kelli Barbosa da Silva; Kaoru Okada,;
Galba Maria de Campos Takaki

Mestrado em Desenvolvimento de Processos, Nucleo de Pesquisa em Ciéncias
Ambientais, Universidade Catélica de Pernambuco-UNICAP, Recife, PE, Brasil.

Resumo Os fungos da classe Zygomycetes apresentam em suas paredes celulares os
polimeros quitina e quitosana como principais polissacarideos. Neste trabalho foram
realizados estudos com Rhizopus oryzae UCP 1506, utilizando meios alternativos
contendo manipueira suplementado com milhocina, empregando um planejamento
fatorial completo 23, tendo como variavel resposta producédo de biomassa, pH e do
complexo quitosana-polifosfato. O ensaio 3 (10% de manipueira e 2% de milhocina)
apresentou a maior producdo de biomassa (1,24g/L) e de quitosana (44,67mg/g de
biomassa). A partir desses resultados, foi realizada uma cinética de producdo de
biomassa, quitosana e polifosfato associado ao polissacarideo durante 120h. Os
resultados obtidos demonstraram maior teor de biomassa (8g/L) ocorreu no final da
fase exponencial, com 48h de cultivo, pH 7, o qual permanece inalterado até o final da
fermentacdo. A quitosana apresentou maior contedo com 36h de crescimento, com
total de 115,60mg/g de biomassa. Observou-se nesta fase de crescimento a quitosana
estava complexada ao polifosfato (13mg/g de quitosana), correspondendo a 11,25%.
Desta forma, o meio formulado utilizando rejeitos industriais demonstrou ser
estatisticamente relevante para a producdo de quitosana com alto grau de pureza e

rendimento.

Palavras-Chave: Rhizopus oryzae, Efluente industrial, Residuo industrial,

Biopolimeros.
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Introducéo

A quitosana (poli-B-(1-4)-D-glucosamina) é um polimero natural obtido pela
desacetilacdo da quitina (E- IEVA et al., 2009; ZHANG et al.,, 2010). Durante essa
reacdo, os grupamentos acetoamida (-NHCOCH;) da quitina sdo transformados, em
graus variados de desacetilagdo acima de 50%, em grupos amino (-NH,), dando
origem a quitosana (MAGHSOODI E YAGHMAEI, 2010). A quitosana quando diluida
em acidos organicos (acético, férmico, citrico) e inorganicos (acidos cloridrico e
sulfarico) resulta em solucbes viscosas capazes de formar géis. Neste sentido, a
qguitosana tem atraido grande interesse devido a sua combinacdo Unica de
propriedades, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, complexacéo
metalica, atividade antibacteriana (WEN — LI DU et al., 2009), emulsificante (KUMAR
et al., 2000; JAAFARI et al., 2001). E também utilizada no tratamento de efluentes
(KIMURA et al., 1999), por formar gel, farmacéutica, cosméticos e ciéncia dos
alimentos (ASSIS et al., 2003) .

As possibilidades de aplicacdes sdo ainda enriquecidas pelo fato da quitosana
poder ser preparada sob diferentes formas, tais como solucdes de viscosidade
controlada, géis, filmes e membranas, microesferas e nanoparticulas (CAMPANA-
FILHO et al., 2007).

A manipueira € oriundo do processo 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). Esse subproduto € constituido por glicose e outros acucares,
proteinas, células descamadas, laminarina e derivados cianogénicos (acido 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
microorganismos (PONTE, 2000).

A milhocina € um subproduto resultante da maceracdo de milho, apresenta um
teor de proteina de 25%, além da presenca de amino 4cidos livres, vitaminas, além de
Calcio, Ferro, Manganés, Potassio, Sodio, Fésforo, Selénio, Zinco e Enxofre. Desta
forma, a milhocina é considerada uma excelente fonte de nitrogénio essencial para o
crescimento celular, como também para a sintese de proteinas e enzimas (PAIVA,
2004; MENEGASSI, 2007; FONTES et al., 2008).
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Os fungos representam um grupo de elevado interesse prético e cientifico na area
da biotecnologia, destacando-se o grupo pertencente a ordem Mucorales, classe
Zygomycetes, principalmente, pela presenga de quitina e quitosana em suas paredes
celulares (BRASIL, 2008).

A utilizacdo de massa micelial de fungos como fonte alternativa de producéo de
quitina e quitosana tem demonstrado grandes vantagens, tais como: extracao
simultdnea de outros polimeros, independéncia dos fatores de sazonalidade e
producdo em larga escala (SILVA et al., 2006). A quantidade destes polissacarideos
extraidos da biomassa varia de acordo com a espécie de fungo e condicbes
nutricionais, principalmente a fonte de carbono utilizada (CAMPOS-TAKAKI et al.,
2005).

O fungo Rhizopus oryzae pertence a ordem Mucorales, classe Zygomycetes, cujas
espécies possuem quitina e quitosana em suas paredes celulares, sendo este fator,
uma caracteristica fisioldégica utilizada como carater significativo na taxonomia e
filogenia desses organismos (CAMPOS TAKAKI, 2005).

Varias pesquisas utilizando fungos como fonte alternativa de quitina e quitosana
relatam a obtencdo de rendimentos iguais ou superiores, destes polimeros, obtidos
guando utilizadas fontes tradicionais de meios de cultura (ANDRADE et al., 2003;
AMORIM et al., 2005). Em recentes estudos realizados, tem se estabelecido métodos
de otimizacdo para processos de producdo de quitina e quitosana com a utilizacao de
meios de cultura alternativos e de baixo custo econémico (AMORIM et al.,, 2001;
FRANCO et al 2005; ANDRADE et al., 2000).

Neste trabalho foi avaliada a influéncia da utilizacdo de rejeitos agroindustriais
manipueira (efluente) e milhocina (residuo industrial do beneficiamento do milho), na
formacdo de biomassa e do complexo quitosana — polifosfato por Rhizopus oryzae
UCP1506.

Material e Métodos

Microorganismo

Os estudos foram realizados com a amostra do Rhizopus oryzae UCP 1506,
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.

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.
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Condicdes de cultivo e Producéo de Biomassa

O pré-inéculo foi preparado a partir do Rhizopus oryzae (UCP 1506) crescido em no
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 nimero de
esporos em camara de Neubauer. Aliquotas de 1 mL de suspensdo de esporos
contendo 10’ esporos/mL foram transferidas para o meio de esporulagéo (YMA) por
24h para formacao do tapete micelial. Discos de 6 mm foram cortados com furador de
rolhas previamente esterilizado e cerca de 40 discos foram utilizados como inéculo.
Foram utilizados frascos de Erlenmeyers de 250mL com capacidade 100mL dos meios
de producéo, de acordo com o planejamento fatorial 2°. Foram inoculados 40 discos,
mantidos sob agitacdo orbital de 150rpm, a temperatura de 28°C, por um periodo de
96h.

Cinética de crescimento e producéo de quitosana

A cinética de crescimento foi realizada de acordo com a condi¢cdo selecionada do
planejamento fatorial. As aliquotas foram coletadas nos periodos de 12, 36, 48, 72, 96
e 120h. Em seguida as amostras foram filtradas a vacuo, lavadas com agua destilada,
liofilizadas e mantidas em dessecador até peso constante. A biomassa obtida foi

submetida a extracdo da quitosana.

Determinacédo do pH
O pH das amostras coletadas foram determinadas por potenciometria a partir do meio

livre de células.

Extracdo de quitosana

A extragdo de quitosana foi realizada segundo a metodologia descrita por Zamani
(2007). A biomassa liofilizada foi macerada e homogeneizada em solugéo de hidroxido
de sddio a 2% (30:1 v/v, 60°C, 2h) para a desproteinizacdo. Em seguida, a separagéo
da fracdo Aalcali-insoluvel (FAI) foi realizada por centrifugacdo a 4000g, durante
15minutos. O residuo da fragdo alcali-insolavel foi submetido ao tratamento com o
acido sulfarico a 1% (40:1 v/v, 121°C, 20 minutos). Em seguida, neutralizado a um pH
10, centrifugado (4000g, 15minutos) e o sobrenadante foi neutralizado para pH 7,0 e
mantido em geladeira overnight para precipitagdo da quitosana. A quitosana foi lavada
com agua destilada, seca (estufa a 60° por 24h) e mantida em dessecador até peso

constante.
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Espectroscopia ao raio infravermelho e grau de acetilacéo

A quitosana obtida foi analisada usando um espectrémetro infravermelho FT-IR, com
transformada de Fourier (FT-IR), registrados em aparelho Bruker IFS 66, utilizando-se
pastilhas KBr, sendo os nimeros de onda expressos em cm™ na regido de 4000 a 400
cm®. O grau de deacetilacdo da quitosana microbiana foi determinado por
espectroscopia no infravermelho de acordo com a Baxter et al. (1992), utilizando o
A1655/A3450 relacdo absorbancia. Dois miligramas da amostra de quitina e quitosana
por fungos, que foram secos durante a noite a 60 ° C sob pressao reduzida, foram
completamente misturados com 100mg de KBr, para produzir discos de 0,5 milimetros
de espessura. Os discos foram secas por 24 horas a 110 ° C sob pressédo reduzida.
espectrémetro infravermelho foi gravado com um Espectrémetro Bruker 66, usando
um disco de 100 mg de KBr, para referéncia. A intensidade das bandas de absorcéo

maxima foi determinada pelo método de referéncia.

Extragao polifosfato
O polifosfato intracelular foi extraido e dosado segundo o método de Zamani et al
(2007). As fracdes acido soluvel (FAS) resultantes do processo de extracdo da
guitosana oriundas da cinética de crescimento da producdo de biomassa/quitosana
foram avaliadas através de seu contetdo de fésforo inorganico. O teor de fésforo foi
estimado através da equacdo mg/dL da absorbancia do teste sobre a absorbancia do
padréo.
Fésforo (mg/dL) = Absorbancia do teste

X5

Absorbancia do padrao

Planejamento fatorial completo de 23

Foi utilizado um planejamento experimental, que compreende um fatorial 23, 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.
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Tabela 1: Matriz do Planejamento Fatorial 2°

Variaveis +1 0 -1
Milhocina (%) 6 4 2
Manipueira (%) 10 7,5 5

Temperatura >C 38 33 28

Tabela 2: Planejamento Fatorial 2°, tendo como variaveis Milhocina (%),
Manipueira (%) e Temperatura variavel resposta a produgdo do complexo
guitosana-polifosfato por Rhizopus oryzae

Ensaios Milhocina Manipueira Temperatura
No. (%) (%) °C
1 - - -
2 + R N
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

*Fixo: Agitacdo e Tempo

Resultados e Discussao

Producéo de biomassa e quitosana

A producéo de biomassa e quitosana por Rhizopus oryzae realizadas utilizando
manipueira e milhocina, através de um planejamento fatorial completo 2° estéo
apresentadas na Tabela 3. Observou-se que o ensaio 2 utilizando 5% de manipueira
suplementado com 6% de milhocina apresentou a maior producdo de biomassa
obtidas nos ensaios correspondendo a um total de 1,97g/L, uma producdo de

guitosana de 9,44mg/g de biomassa seca. A condicdo 3 que utilizou as seguintes
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concentracoes 2% de milhocina e 10% de manipueira, foi a que melhor produziu
guitosana, apresentando um total de 44,67mg/g de biomassa seca. O pH dos meios
variam de 6,16 a 7,96, destacando-se que a maior producdo de biomassa e de
quitosana foram obtidas em condi¢des de neutralidade (6,97 e 7,02).

Os resultados expressos no Diagrama de Pareto (Figura 1 e 2) contendo os
efeitos padronizados para um nivel de 95% de confianca, representados pelo valor de
p, com as seguintes variaveis independentes: manipueira, milhocina e temperatura,
assim como suas associacoes, influenciaram no rendimento de biomassa e de
quitosana. Sendo que a milhocina foi a variavel independente mais relevante para
producdo de biomassa, enquanto que, a manipueira foi a variavel independente mais
relevante para producdo de quitosana, por ambas estarem acima dos valores de p.

Franco et al. (2005) obteve apés 96h de cultivo uma producdo de biomassa
seca de 11,6g/L e a de quitosana 9mg/g de biomassa seca para Cunninghamella
elegans, um pH entre 4,0 a 5,0, utilizando meios de cultura compostos por glicose,
asparagina, tiamina, sulfato de magnésio e fosfato de potassio monobasico.

Segundo Cardoso (2007) a producdo maxima de biomassa em 72h de cultivo
por R. arrhizus foi de 0,4g/L e 25mg/g de quitosana utilizando meio sintético para
Mucorales com o pH de 3,2.

Stamford et al. (2007) utlizaram para producdo de biomassa por
Cunninghamella elegans, meios alternativos e tradicionais como, Sabouraud,
Hesseltine e Anderson, Glicose Malte (MG) e Yam média Bean (YB). Sendo a maior
producdo de biomassa (20,4g/L) e quitosana (58,9mg/g de biomassa seca) ho meio
denominado de Jacatupé. Segundo Stamford et al. (2007) a variavel independente
mais significativa para producdo de biomassa e quitosana por Cunninghamella
elegans foi no meio Jacatupé, onde foram obtidos valores acima de p.

De acordo com Bento et al. (2009) a producdo de biomassa e quitosana por
Mucor rouxxi, apresentou resultados de 16,9g/L e de 62mg/g, em meio Jacatupé a
28°C por 96h, com pH entre 5,0 — 4,0, respectivamente.

Contudo, o resultado de biomassa obtido para Rhizopus oryzae utilizando
rejeitos agroindustriais (manipueira e milhocina) ndo é compativel com os dados
descritos na literatura atualmente. No entanto, o rendimento em quitosana foi superior
aos dados de Franco et al. (2005) e Cardoso et al. (2009).

Desta forma, os rejeitos agroindustriais podem ser uma fonte alternativa tanto
de carbono como de nitrogénio, a fim de propiciar a produ¢do de insumos

biotecnoldgicos de elevado valor agregado.
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Tabela 3: Crescimento de Rhizopus oryzae (biomassa g/L), producdo de quitosana
(mg/g de biomassa) e pH do meio contendo manipueira e milhocina apos 96hs de

fermentacéo

Ensaios pH Biomassa Seca Quitosana (mg/g
(g/L) biomassa seca)

1 7,43 1,909 19,36

2 7,02 1,979 9,44

3 6,97 1,249 44,67

4 6,16 1,95¢g 31,60

5 7,96 1,599 22,01

6 6,90 1,769 15,90

7 7,85 1,719 27,66

8 7,23 1,969 5,18

9 7,32 1,30g 19.30

10 6,76 1,729 10,60

11 6,98 1,169 11,81

12 6,38 1,149 13,70

p=.05

(1)MILHOCIN //// % soe0aes |

2by3 /// % 4,9658906
1by2 //// 3578237

(2)MANIPUEI -1.7E&12
1by3 % -1.78812
(3 TEMPERAT -. 19868
-1 0 1 2 3 4 5 6

Effect Estimate (Absolute WValue)

Figura 1: Diagrama de Pareto dos efeitos das varidveis utilizadas para a producgéo de
Biomassa por Rhizopus oryzae em meio contendo manipueira e milhocina ap6s 96hs

de fermentacédo
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Figura 2: Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis utilizadas para a producao de
quitosana por Rhizopus oryzae em meio contendo manipueira e milhocina apds 96hs

de fermentacédo

Cinética de producédo de biomassa e do complexo quitosana-polifosfato

O perfil de crescimento do R. oryzae durante 120h, apresentou um fenémeno
de diauxia com 36h de crescimento, provavelmente, devido o uso de manipueira e
milhocina( Figura 3A). No processo fermentativo é possivel que o acesso a milhocina
tenha sido mais facilitado devido a sua composi¢cdo em aminoacidos e vitaminas,
como também carboidratos, funcionando assim como fonte de carbono (PAIVA, 2004;
MENEGASSI, 2007; FONTE®R at al 2NN Dacultadne camglhgntes com o fendbmeno
diauxia foram observados para Serratia marcescens utilizando o rejeito manipueira
descrito por ARAUJO et al. (2010).

Desta forma, a biomassa produzida pelo microorganismo em estudo utilizando
manipueira suplementada com milhocina, apresentou o maximo de producdo de
biomassa com 48h de cultivo no final da fase exponencial de crescimento,
correspondendo um total de 10g/L do peso seco (Figura 3 A).

Cardoso (2007), utilizou meio especifico para Mucorales, observando que o
maximo de rendimento de 4,49g/L de massa micelial a partir das 36h de cultivo,
apresentando declinio até as 72h. A melhor producdo de quitosana ocorreu as 72h,

permanecendo na fase estacionéria até as 96h. A producdo de biomassa com 8% de
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milhocina no meio de cultura apresentou em 72h de crescimento 16,8g/L de massa
micelial.

A producdo de biomassa e quitosana por C. elegans cultivado em inhame,
apresentou em 48h rendimento maximo respectivamente com, 24,3g/L de massa seca
e 66mg/g de biomassa seca. (STAMFORD et al., 2007).

O M. rouxxi cultivado em caldo do extrato de jacatupé iniciou a producao de
biomassa e quitosana na fase exponencial com 24h, aumentando assim produ¢do em
48h e chegando a fase estacionaria a partir das 72h permanecendo até as 96h de
fermentacédo (BENTO et al., 2009).

Conforme Maghsoodi e Yaghmaei (2010) o declinio da producéo de quitosana
ao longo da fermentacédo por microorganismos se da pelo consumo dos biopolimeros
como nutrientes. Camarotti-Lima et al (2009) demonstraram que o rejeito da indastria
leiteira (soro de leite) ndo apresenta-se como boa fonte de carbono para producéo de
biomassa por Syncephalastrum racemosun. Contudo, os dados obtidos com os
rejeitos agroindustriais milhocina e manipueira demonstraram uma boa associagdo na
producao de biomassa por R. oryzae.

A melhor producdo de quitosana foi observada no periodo de 36h de
crescimento do R. oryzae, produzindo 115,60mg/g de biomassa seca, contudo, a
biomassa produzida correspondeu a 8,00g/L, no mesmo periodo de tempo (Figura 3
B).

Cardoso (2007) descreve que os melhores resultados na produgcdo de
guitosana foram identificados no periodo de adaptacdo do microrganismo no meio
Mucorales. A suplementacdo do meio de cultura com elevadas concentracdes de
glicose possibilitou 0 aumento da producdo de biomassa, em R. arrhizus, portanto este
fator esta relacionado com o0 aumento de quitosana (CARDOSO 2007).

Segundo Souza (2007) o perfil do crescimento micelial do fungo C. elegans na
identificacéo do polifosfato foi verificado durante as primeiras 12h de cultivo, a partir de
24h ocorreu declinio progressivo do polifosfato inorganico (Figura 3 C).

Zamani et al (2007) descreve que o teor de fosfato na parede celular do fungo
estdo entre 0,1 — 2,0% do peso seco da parede, mas as paredes celulares dos
Mucorales contém guantidades maiores de 16% de fosfato.

Lima (2008) revela que amostras de T. harzianum cultivadas em meio de
cultura especifico para fungo, ocorre um aumento progressivo do polifosfato celular ao

longo de 15 dias de fermentacao.
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Ta (2009) a combinacdo de quitosana com sais de fosfato apresenta
composicao biocompativel para a producédo de géis de quitosana que sao utilizados
amplamente na industria farmacéutica.
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Figura 3: Crescimento de Rhizopus oryzae (UCP 1506), em meio de manipueira
suplementado com milhocina apés 120h de fermentag&o: A- Producdo de biomassa
(g/L), B-Producédo de quitosana (mg/g de biomassa) e B-Producdo de polifosfato
inorganico (mg/mg de quitosana)
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Caracterizacdo da quitosana

A caracterizacdo do polimero isolado a partir do terceiro teste, apresentando melhor
producdo de quitosano foi apresentada através do espectro de absorcdo de
infravermelhos eo grau de acetilacdo (Figura 4) Os espectros de infravermelho de
amostras de quitosano obtido a partir da biomassa de Rhizopus oryzae cultivadas em
meio de cultura contendo licor de milho 2% ingreme e manipueira 10% sédo
equivalentes aos descritos na literatural9, 21 picos foram observados na amostra de
quitosana correspondente as bandas de amida as bandas de absorcdo entre 3500 e
3000 centimetro-1. sdo intensas e abrangentes. devido ao estiramento vibracdes de
Bandas OH e &gua no intervalo entre 1500 e 1122 cm-1 s&o atribuidos a deformacgéo
CH3 assimétrica e vibracbes de deformacdo de intensidade média NH de amina
primaria, respectivamente.

O grau de acetilacdo é um parametro importante relacionada com as propriedades
fisico-quimicas do quitosano. O quitosano com um elevado grau de desacetilacao é
altamente susceptivel de aplicacdo em varios campos da biotecnologia, tais como a
remocao de recuperacdo de metal ibes de agente de agua poluida coagulante para
guelante e outros particles22 sélido, 23. O grau de acetilacdo da amostra de quitosana
obtida a partir da massa micelial de Rhizopus oryzae deste estudo foi de 67% o
resultado foi considerado baixo quando comparado com comercial quitosano. que tem
um grau de acetilacdo mais de 90%. Os valores relativamente baixos de desacetilacdo
obtidos neste trabalho foi derivado a partir dos componentes de &cido insolGveis tais
como quitina e quitosana e ndo glucanos extracted24. No entanto, este resultado é

consistente com os literatura25 graus descrevendo de acetilacdo de quitosana 62%.
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8 CHj;
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£= | O-
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<
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| N T . . 5 3
3500 3000 2500 2000 1 C N 1000 500

Figura 4: Infravermelho da quitosana por Rhizopus oryzae
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Formacéo do complexo quitosana-polifosfato

Considerando o comportamento do crescimento do R. oryzae para a producgéo
do complexo quitosana-polifosfato, verificou-se o maior resultado do complexo
quitosana-polifosfato nos periodos de 24 e 36h (10mg/g e 13mg/g de quitosana),
decrescendo na fase estacionéria (Figura 5).

Observou-se que ocorreu 0 maximo de producao de 11,25% em polifosfato
inorgénico na fase exponencial de crescimento. Contudo, este valor decai ao longo da
fase estacionéria (Figura 5).

Ao comparar os resultados obtidos producdo de biomassa e de quitosana por
R. oryzae com a formacgéo de polifosfato inorganico, o comportamento € similar nas
fases de crescimento micelial. Iniciando na fase lag, seguido de aumento na fase
exponencial e reduzindo fortemente na fase estacionaria de crescimento.

Contudo, os estudos relacionados a producdo do complexo quitosana-
polifosfato inorganico sdo muito escassos, apenas Zamani et al. (2007) se refere aos
processos de extracdo de quitosana com &acido forte ou com acido orgénico, podem
inferir contaminacg@es por polifosfato que se encontra ligado a quitosana. Desta forma,
a quitosana complexada se apresentaria com maior grau de impureza e menor grau de

deacetilacao.

140
120 4
100 4
80
W Quitosanamg/g de
60 - Biomassa
40 - M Polifosfato mg/mg de
Quitosana
20 -
O -
12 24 36 48 72 96 120
Tempo (Horas)

Figura 5: Produgdo do complexo quitosana-polifosfato por Rhizopus oryzae (UCP

1506) em meio manipueira suplementado com milhocina

Conclusdes

Os rejeitos agroindustriais podem ser empregados para producédo de insumos de alto
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valor agregado como quitosana por R. oryzae de acordo com os resultados obtidos. A
producdo do complexo quitosana-polifosfato, embora considerado como contaminante,
podera demonstrar grande potencial biotecnolégico e econémico, tendo em vista a
versatilidade dos produtos desses polimeros. Ambos os polimeros apresentam amplas
propriedades de aplicagbes na area médica, farmacéutica, biocompatibilidade,
bioacdo, permeabilidade seletiva, acéo de polieletrdlitos, propriedades de troca ibnica,
antitumoral, e atividade microbiana. Desta forma, a formacdo do complexo-quitosana-
polifosfafto inorganico pode tornar-se um insumo de elevado valor industrial e de baixo

custo, através do uso de rejeitos agroindustriais.
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Conclusdes Gerais

Capitulo 2

O Rhizopus oryzae demonstra adaptacdao fisiolégica ao meio de cultivo utilizado,
evidenciando rendimentos de producdo de biomassa e do complexo quitosana-
polifosfato;

O meio de Producéo manipueira suplementado com milhocina pode ser usado por
proporcionar rapido crescimento, podendo ser também uma fonte alternativa de

producéo do complexo quitosana-polifosfato;

Os meios de cultura formulados com rejeitos agroindustriais nao influenciou na

presenca do polifosfato, durante o crescimento micelial;

Rhizopus oryzae apresenta potencial biotecnologico na producdo do complexo

guitosana polifosfato.
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Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a
reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They
should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical
data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section

before the reference list. The names of funding organizations should be written in full.

References

Citation
Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

¢ Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

e This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

e This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and
Smith 1998; Medvec et al. 1999).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have
been published or accepted for publication. Personal communications and unpublished
works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a
substitute for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each
work.

e Journal article
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Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-
0955-8
Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long
author lists will also be accepted:
Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J
Med 965:325-329

e Article by DOI
Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

e Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

e Book chapter
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of
modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

e Online document
Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

o Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of

Title Word Abbreviations, see

e Www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php
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For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting
of in-text citations and reference list.

e EndNote style (zip, 3 kB)
Tables

e All tables are to be numbered using Arabic numerals.

e Tables should always be cited in text in consecutive humerical order.

e For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of
the table.

e Identify any previously published material by giving the original source in the form
of a reference at the end of the table caption.

e Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath
the table body.

Artwork and illustrations Guidelines

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your
artwork — photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be
produced to the highest standards with the greatest accuracy to detail. The published

work will directly reflect the quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission

e Supply all figures electronically.

¢ Indicate what graphics program was used to create the artwork.

e For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MS Office files are also acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

 Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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Line Art
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o Definition: Black and white graphic with no shading.

e Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within
the figures are legible at final size.

e All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

e Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

L

o Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
o If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

o Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

Group Il »

Group Il
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to make
a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors
are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about
2—-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,
"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary

Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure

depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.
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e Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

¢ No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

e Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

o ldentify previously published material by giving the original source in the form of a

reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

e When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

e For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide
and not higher than 234 mm.

e For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide

and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not
be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such

cases, material from other sources should be used.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,

please make sure that

o All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

o Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(color-blind users would then be able to distinguish the visual elements)

o Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material
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Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed
or is more convenient in electronic form.

Submission

e Supply all supplementary material in standard file formats.

e Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

e To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other

problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

e Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.
e A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

e Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.
o If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets

should be submitted as .xls files (MS Excel).

Specialized Formats

e Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica

notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

e ltis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
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Numbering

o If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of
the material as a citation, similar to that of figures and tables.

e Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource
4",

« Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

e For each supplementary material, please supply a concise caption describing the

content of the file.

Processing of supplementary files

e Electronic supplementary material will be published as received from the author

without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your

supplementary files, please make sure that

e The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
¢ Video files do not contain anything that flashes more than three times per second

(so that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)
Availability of Materials

By publishing the authors agree that any microbial strains, plasmids, viruses, and other
materials such as prions or cell lines newly described in the articles are available in a
timely fashion, free or at reasonable cost, to members of the scientific community for
noncommercial purposes, if hecessary via an appropriate Materials Transfer Agreement
between the interested parties.

We strongly encourage the authors to deposit important strains in publicly accessible
culture collections and to refer to the collections and strain numbers in the manuscript.
The authors should indicate laboratory strain designations and donor source when the

culture or subculture specimen is distributed by individuals.
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Nucleotide and Amino Acid Sequences

Any nucleotide or amino acid sequences that were determined for the first time should be
deposited to a public database, such as GenBank, EMBL or DDBJ, and the accession
numbers should be included in a separate paragraph in the Materials and Methods
section. Sequence data must be publicly available no later than the publication date of the
article.
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process. All authors for World Journal of Microbiology and Biotechnology must disclose
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Ethical Standards — Informed consent

Manuscripts containing the results of experimental studies on human participants must
disclose in the Methods section whether informed consent was obtained from patients in
the study after the nature of the procedure had been fully explained to them. If informed
consent was waived by the institutional review board (IRB) for a study, that should be so
stated. In addition, a statement affirming approval of the IRB should be included, if
approved. The patient's right to privacy should not be infringed. Information that would
identify patients should not be published.

Ethical Standards — Animal rights

Authors are advised to comply with the guidelines for the care and use of laboratory
animals as described by the U.S. National Institutes of Health and to acknowledge their

compliance with these guidelines in the Methods section of the manuscript.
After Acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query

Application at Springer's web page where you can sign the Copyright Transfer Statement
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online and indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures
in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed
and you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
journal and access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A
Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based
article, but in addition is made available publicly through Springer's online platform

SpringerLink.
e Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the

Creative Commons Attribution License.

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version,
authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in
content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without
the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,

which will be hyperlinked to the article.
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Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official
first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can

also be cited by issue and page numbers.
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