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RESUMO 
 

A quitosana é um polissacarídeo natural originado da deacetilação da quitina. É 

solúvel em ácido devido à presença de grupos amino, livres ao longo da cadeia 

do polímero. Os fungos de classe Zygomycetes, em especial Rhizopus oryzae, 

apresenta em suas paredes celulares quitina e quitosana, podendo as mesmas 

estar ligadas através de proteínas e polifosfato ou outros componentes, 

respectivamente. O polifosfato é um biopolímero de ampla aplicabilidade na 

biotecnologia ambiental. A manipueira é o resultado do processo da mandioca 

prensada para produção de farinha e utilizada como fonte de carbono nos 

processos fermentativos. A milhocina é um subproduto da produção de amido de 

milho e considerada como fonte de nitrogênio. Investigações foram realizadas 

com Rhizopus oryzae em fermentação submersa para produção de biomassa e 

do complexo quitosana-polifosfato, através do cultivo em rejeito agroindustrial, 

manipueira suplementado com milhocina, utilizando um planejamento fatorial 

completo 23 sobre agitação 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 produção 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 

suspensão de 107 esporos por mL, incubados sob agitação orbital de 150rpm. As 

amostras foram coletadas a cada 12 horas até o período de 120h. Os resultados 

obtidos demonstraram um aumento máximo de biomassa com 48h de cultivo em 

pH 7,3, com produção máxima da quitosana por R. oryzae de 116mg/g de 

biomassa em 36h de cultivo. O polifosfato complexado à quitosana apresentou 

maior rendimento em 36h correspondendo a 13mg/mg de quitosana. Devido os 

resultados obtidos na produção de biomassa e o complexo de quitosana-

polifosfato por Rhizopus oryzae, tornaram-se economicamente viáveis devido à 

utilização de rejeitos industriais para obtenção desses polímeros. 

 

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

Biopolímeros. 
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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 

rpm. 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.  
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Capítulo I 
 

1.1 Introdução 
 

A quitina e quitosana são polímeros atóxicos, biodegradáveis, 

biocompatíveis e produzidos por fontes naturais renováveis, cujas propriedades 

vêm sendo exploradas através de aplicações industriais e tecnológicas há 

quase setenta anos (GILDBERG e STENBERG, 2001; SACCO e MASOTTI, 

2010). A quitina é um polímero linear natural, composto por unidade de 2-

desoxi-2-acetoamido-D-glucopiranose. É encontrada em carapaças de 

crustáceos (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 reação de desacetilação da quitina em 

solução alcalina de hidróxido de sódio (MAGHSOODI e YAGHMAEI, 2010). 

Durante essa reação, os grupamentos acetoamido (-NHCOCH3) da quitina são 

transformados, em graus variados de desacetilação acima de 50%, em grupos 

amino (-NH2), dando origem a quitosana (KIMURA et al., 1999; MAGHSOODI e 

YAGHMAEI, 2010). Esta, quando diluída em ácidos orgânicos (ácido acético, 

fórmico, cítrico) e inorgânicos (ácido clorídrico e sulfúrico), resulta em soluções 

viscosas capazes de formar géis. Neste sentido, a quitosana vem sendo 

estudada com sucesso em uma grande variedade de aplicações por apresentar 

características 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). É também utilizado no tratamento de 

efluentes (KIMURA et al., 1999) e pela formação de géis (ASSIS et al., 2003). 

Em razão de a quitosana formar facilmente filmes e membranas em soluções 

ácidas diluídas, várias aplicações estão sendo sugeridas, dentre elas a 

formação de um filme semi-permeável, que pode ser utilizado como envoltório 

protetor de alimentos (ASSIS et al., 2003).  
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As possibilidades de aplicações são ainda enriquecidas pelo fato da 

quitosana poder ser preparada sob diferentes formas, tais como soluções de 

viscosidade controlada, géis, filmes e membranas, microesferas e 

nanopartículas (CAMPANA-FILHO et al., 2007; ZANG et al., 2010). 

O comportamento dinâmico do polifosfato, o seu acúmulo e consumo 

são os aspectos mais notáveis de seu metabolismo em microrganismos. O 

desequilíbrio entre a síntese e a degradação resulta em algumas variações 

existentes, que estão entre cem e mil vezes na sua concentração final. Em 

geral, a quantidade de polifosfato durante a fase exponencial de crescimento é 

relativamente baixa, elevando-se no início da fase estacionária. No entanto, a 

capacidade de acúmulo do polifosfato em resposta ao “stress” ambiental 

imposto por limitações nutricionais, variações de pH, osmolaridade e tensão de 

oxigênio, tem sido descrito em inúmeros 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 produção de 

quitina e quitosana, as quais influenciam as diferentes propriedades destes 

polímeros e derivados, possibilitando assim o aumento do potencial 

biotecnológico e aplicações comerciais. Contudo, a literatura ainda é escassa 

para fungos filamentosos (TANADA-PALMU et al., 2005; HARISH et al., 2006; 

ZANG et al., 2010).  

A manipueira é um líquido de cor parda que apresenta grande turbidez, 

apresenta sólidos sedimentáveis e odores existentes característicos. A 

manipueira é o resultado do processo da mandioca prensada para a produção 

de farinha, sendo descartada sem nenhum tratamento, provoca poluição do 

solo e dos cursos de água (rios e riachos), causando grandes prejuízos à 

natureza e ao próprio ser humano (MESEL e PIMENTEL, 2007). Apresenta 

dois componentes com forte potencial poluidor: a matéria orgânica 

biodegradável e o ácido cianídrico (MESEL e PIMENTEL, 2007). Esse 

subproduto da indústria da mandioca é constituído de glicose, outros açúcares, 

proteínas, células descamadas, laminarina e derivados cianogênicos (ácido 

cianídrico, cianetos e aldeídos), outras substâncias 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 maceração do milho, apresentando um teor 

de proteína de 25%, não devendo ser considerada proteína hidrolisada ou 

hidrolisado protéico e sim como fonte de nitrogênio essencial para o 

crescimento celular (PAIVA, 2004; FONTES et al., 2008). 

Os fungos representam um dos grupos de elevado interesse prático e 

científico na área da biotecnologia, destacando-se à ordem Mucorales, classe 

Zygomycetes, principalmente, pela presença de quitina e quitosana em suas 

paredes celulares (ALEXOPOULOS et al., 1996). 

A utilização de massa micelial de fungos como fonte alternativa para a 

produção de quitina e quitosana têm demonstrado grandes vantagens, tais 

como: a extração simultânea da quitina e da quitosana, independendo dos 

fatores de sazonalidade (SILVA et al., 2006). A quantidade desses 

polissacarídeos extraídos da biomassa varia de acordo com a espécie de fungo 

e as condições nutricionais, principalmente a fonte de carbono utilizada nos 

processos de produção (CAMPOS-TAKAKI, 2005).  

O fungo Rhizopus oryzae apresenta quitina e quitosana em suas paredes 

celulares, sendo este fator, uma característica fisiológica utilizada como caráter 

significativo na taxonomia e filogenia desses organismos (CAMPOS TAKAKI, 

2005). 

Desta forma, procuram-se investigar a produção do complexo quitosana- 

polifosfato por Rhizopus oryzae e caracterizar físico-químicamente estes 

polímeros, considerando a necessidade de utilização de rejeitos agroindustriais 

(manipueira e milhocina). 
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1.2 Objetivos  
 

1.2.1 Objetivo Geral 

Investigar a produção do complexo quitosana-polifosfato por Rhizopus 

oryzae (UCP 1506), utilizando meios de produção contendo substratos 

alternativos, como manipueira (efluente), suplementado com o resíduo 

industrial milhocina.   

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 Selecionar a melhor condição com maior produção de biomassa por R. 

oryzae no meio contendo diferentes concentrações de manipueira e 

milhocina, utilizando um planejamento fatorial completo de 23; 

 Analisar a produção de quitosana por R. oryzae no meio contendo 

diferentes concentrações de manipueira e milhocina; 

 Realizar a cinética de produção de biomassa, quitosana e de polifosfato 

em R. oryzae a partir da condição selecionada; 

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

produzida na melhor condição; 

 Caracterizar físico quimicamente a quitosana e o polifosfato obtido de R. 

oryzae produzida nos meios alternativos; 

 Avaliar os resultados obtidos através de análise estatística software 

STATISTICA. 
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1.3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.3.1 Histórico  

 

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 não utilizado por falta de 

estudos. O produto foi inicialmente nomeado como fungina e por meio de 

análises físico-químicas observou-se parecer possuir algumas impurezas 

químicas, possivelmente outro polissacarídeo (KNORR, 1991; ROBERTS, 

1992; ALMEIDA, 2009). 

Em 1823, Odier isolou um resíduo insolúvel contido em carapaças de 

insetos, o qual chamou de quitina. Porém houve falhas em detectar a presença 

do nitrogênio da molécula, entretanto foi o primeiro a concluir que a quitina se 

assemelhava com vegetais e com substâncias estruturais encontradas em 

carapaças de insetos (ALMEIDA, 2009). Odier também identificou a quitina em 

carapaças de caranguejos desmineralizado e sugeriu que era o material básico 

de exoesqueleto em todos os insetos, e possivelmente em aracnídeos. 

Somente em 1843, Payen detectou a presença do nitrogênio na quitina 

(ALMEIDA, 2009).  

Pesquisadores da época, como Odier e Children, relataram em seus 

trabalhos que isolaram a quitina com múltiplos tratamentos com soluções de 

hidróxido de potássio concentrado, e, portanto, muito provavelmente devido a 

poucas informações na época tenham obtido quitosana ao invés da quitina. A 

quitosana foi reconhecida e descrita pela primeira vez em 1859 por Rouget, 

que demonstrou que o tratamento da quitina com soluções concentradas de 

KOH originava uma quitina modificada, que era solúvel em soluções diluídas de 

ácidos orgânicos fracos, por este motivo, Hoppe-Seyler propôs o nome 

quitosana ao produto que, por surpresa, continha o mesmo conteúdo de 

nitrogênio 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 confusão que permaneceu até meados do 

século XX, quando pesquisas demonstraram se tratar de substâncias 

diferentes. A celulose, por ser bastante utilizada industrialmente, passou a 

contar com intensos investimentos, em contraste com a quitina e quitosana, 

que ficaram restritas apenas a pesquisa básica. Apesar de ter sido descoberta 

há dois séculos, seu estudo e aplicação só apresentou significância por volta 

de 1970. 

Quatro fatores tiveram que ser determinados para obtenção da estrutura 

química da quitina, e também da quitosana (ROBERTS, 1992 Apud Almeida, 

2009): 

1. O componente monossacarídeo 

2. O anel (piranose ou furanose) 

3. A posição da ponte glicosídica entre os sucessivos monossacarídeos 

4. A estereoquímica das pontes glicosídicas. 

 
A quitosana foi produzida pela primeira vez em 1971 no Japão, e em 

1986 já possuía quinze indústrias produzindo quitina e quitosana 

comercialmente. O Japão e EUA são os países que vem se destacando na 

produção e consumo, assim como na pesquisa desses polissacarídeos 

(KURITA, 2006; WANG et al., 2010). 

 

1.3.2 Quitosana: considerações gerais 

 

O termo quitosana é empregado para identificar as quitinas desacetiladas que 

possuam grau médio de acetilação menor ou igual a 50%  e que sejam solúveis em 

soluções aquosas diluídas de ácidos, tais como ácidos acético e clorídrico, enquanto que 

a quitina corresponde a produtos muito mais acetilados e insolúveis na maioria dos 

solventes testados. A solubilidade apresentada pela quitosana é atribuída à presença de 

grupos amino na sua estrutura, os quais são protonados em meio ácido, resultando em 

cargas positivas distribuídas 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, é um dos mais abundantes 

materiais orgânicos, sendo  segunda apenas a em relação à celulose na quantidade produzida 

anualmente por biossíntese microbiana. É um importante constituinte do exoesqueleto de 

animais, especialmente em crustáceos, moluscos e insetos. Os fungos também apresentam 

esse polímero fibrilar na composição de sua parede celular (EUGENE e LEE, 2003).  

A quitosana é um dos principais derivados de quitina, correspondendo a 

um copolímero constituído de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose 

(GlcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GlcN) unidas pelo mesmo tipo 

de ligação glicosídica 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 desacetilação) 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 primários e secundários grupos hidroxila nos C2, C3 e C6 nas respectivas 

posições (KIM et al., 2007; ZHANG et al., 2010). (Figura 1). 

 

           Figura 1: Estruturas moleculares da quitina e quitosana. Fonte: 

(DALLAN, 2005) 

 A produção industrial da quitosana se faz por meio de reações de desacetilação, 

utilizando substâncias ácidas como reagentes. Entretanto, nos últimos anos, outras formas de 

desacetilação têm sido utilizadas, principalmente a desacetilação microbiana através da 

Quitina 

Quitina deacetilase 

Quitosana 
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enzima quitina deacetilase, proporcionando excelentes rendimentos de quitosana (DALLAN, 

2005).   

A produção e caracterização da quitosana modificada a partir da adição de anidrido 

succínico, foram discutidas por Mello et al. (2006), com o objetivo de obter a N-succinil-

quitosana. Esta modificação possibilita uma solubilidade do polímero em meio neutro ou 

ligeiramente alcalino. 

 

1.3.3 Polifosfato: considerações gerais  

 

O polifosfato é um polímero linear formado por resíduos de ortofosfato, 

unidos por ligações fosfoanidrídicas, 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 é considerado um precursor do ATP na evolução bioquímica (LIMA, 

2008). 

Em eucariotos, o polifosfato ocorre principalmente no citoplasma, na 

superfície celular, no periplasma e na membrana plasmática. A diferença 

básica entre as células eucarióticas e procarióticas, é o melhor 

desenvolvimento da compartimentalização de processos bioquímicos que 

ocorrem em eucariotos, nos quais estes processos ocorrem em organelas 

consideradas especializadas. Assim como nas bactérias e nos eucariotos, o 

polifosfato está localizado em todos os compartimentos celulares estudados 

(LIMA, 2007). 

O metabolismo do polifosfato é executado por diferentes grupos de 

enzimas, responsáveis pelo equilíbrio dinâmico entre síntese e degradação, de 

modo que qualquer interferência nesse balanço resulta em um acúmulo ou na 

degradação total desse polímero pela célula (LIMA, 2008). 

O acúmulo de polifosfato pelos microorganismos apresenta várias 

implicações biotecnológicas, médicas e industriais. Um desses processos 

envolvem o acúmulo de polifosfato por microorganismos submetidos a ciclos 

alternados de condições anaeróbicas/aeróbicas. Este fenômeno é à base do 

processo de tratamento de efluentes contaminados com fosfato, designado de 

“remoção melhorada de fosfato biológico” (LIMA, 2007). 
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1.3.4 Fungos Filamentosos 

 
Fungos são organismos eucarióticos quimio-heterotróficos, que 

absorvem componentes orgânicos como fonte de energia. São aeróbios em 

sua grande maioria, sendo alguns envolvidos diretamente nos processos 

fermentativos. Outros fungos são conhecidos como anaeróbicos estritos e 

facultativos. Podem ser unicelulares, contendo estruturas alongadas, esféricas 

ou ovais, não filamentosos, se reproduzindo por brotamento e formam colônias 

pastosas ou cremosas. Os fungos multicelulares contêm formas filamentosas, 

são consideradas as mais numerosas, apresentam células tubulares, 

denominadas de hifas, podendo ou não apresentar septos entre elas 

(ALEXOPOULOS et al., 1996).  

As células dos fungos não possuem plasmídios e nem centríolos. As 

mitocôndrias são constituídas por cristas planas. Também estão presentes o 

complexo de Golgi e os peroxissomos. Possuem a parede celular constituída 

principalmente por quitina e β-glucanos. A membrana celular é constituída por 

ergosterol, existe um esterol característico de fungos, também presente em 

algumas microalgas. Flagelos podem estar presentes somente em estruturas 

de reprodução em alguns grupos (BRASIL, 2008). 

Os fungos apresentam reprodução sexuada e/ou assexuada de diversas 

formas, bem como o fenômeno de parassexualidade, que consiste na 

recombinação genética na mitose. As estruturas de reprodução são diferentes 

daquelas somáticas, exibindo uma variedade de formas, as quais são utilizadas 

em sua classificação (PELCZAR et al., 1997). 

Atualmente existem cerca de 1,5 milhões de espécies de fungos, e 

desse número são conhecidas pelos micologistas somente cerca de 69.000 

espécies. A classificação taxonômica dos fungos verdadeiros incluem os Filos 

Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e fungos 

mitospóricos (ALEXOPOULOS et al., 1996). A recente classificação 

taxonômica para os fungos tem como base a introdução de técnicas 

envolvendo a biologia molecular, tais como a análise de proteínas, 

carboidratos, sonda de DNA, caracterização molecular e diversas análises 

genômicas.  Muitas modificações têm sido introduzidas no sistema de 
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identificação dos fungos, causando conflitos entre os micólogos e os 

fitopatologistas (NASCIMENTO, 2006). 

 

1.3.5 Zygomycetes 

 

Os fungos dessa classe são descendentes de ancestrais comuns dos 

fungos quitridiomicetos. A parede celular desses fungos é constituída por 

quitina e quitosana. O micélio é formado por hifas cenocíticas, apresentando 

septos somente nos órgãos de reprodução ou quando as colônias envelhecem. 

A reprodução sexuada origina estruturas chamadas de zigosporângios que irão 

formar os zigospóros. Podem também se reproduzirem assexuadamente por 

fragmentação, pois os fungos possuem grande capacidade de regeneração, ou 

ainda pela formação de estruturas de reprodução assexuada como gemas, 

clamidósporos ou esporângios. As estruturas de reprodução dos fungos dessa 

classe muitas vezes formam ornamentações e são utilizadas para identificação 

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 saprófitas, existem muitas espécies 

parasitas de plantas superiores, outras que atacam grãos, legumes e frutos 

estocados e outras ainda são formadoras de micorrizas, representados pela 

ordem Glomales, simbiotróficos obrigatórios e mutualistas com plantas que o 

hospedam. Há casos relatados de micoses profundas (sistema nervoso central, 

pulmões, globo ocular) em pessoas imunodeprimidas por tratamentos 

quimioterápicos ou em portadores do vírus HIV (Vírus da Imunodeficiência 

Humana) (ALEXOPOULOS et al., 1996; TRUFEM, 2000). 

 

1.3.6 Rhizopus oryzae 

 

O Rhizopus é um dos gêneros da classe Zygomycetes, da ordem 

Mucorales. As espécies desse gênero são encontrados nos mais variados 

ambientes, como florestas, solos, frutas e vegetais deteriorados 

(ALEXOPOULOS, 1996). Morfologicamente são considerados fungos 

filamentosos, não septados, com micélios cotonosos formando esporângióforos 
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nos nódulos, onde se encontram os rizóides. Seus esporângios são, 

usualmente, grandes e negros e suas columelas são esféricas. A base dos 

esporângios tem a forma de taça. A reprodução sexuada requer dois talos de 

tipos diferentes que são designados com os sinais positivo (+) e negativo (-), 

substituindo os adjetivos macho e fêmea (PELCZAR et al., 1980). Algumas 

espécies deste gênero são contaminantes comuns em pacientes que sofrem de 

doença zigomicose (CHEN et al., 2009) e determinadas espécies são 

consideradas fitopatogênicas (TRUFEM, 2000). 

No gênero Rhizopus são descritos várias espécies, sendo as mais 

comuns: Rhizopus arrhizus, Rhizopus azygosporus, Rhizopus oryzae, 

Rhizopus microsporus, Rhizopus schipperae e Rhizopus stolonifer em que 

apresentam algumas características morfológicas, como o comprimento dos 

rizóides e esporangioforos, o diâmetro dos esporângios, a forma da columela, o 

tamanho, a forma e a textura dos esporangiosporos que auxiliam na 

diferenciação das espécies do gênero (ALEXOPOULOS, 1996).  

 

1.3.7 Aplicações Biotecnológicas do Rhizopus oryzae 

 

Estudos realizados por Wang, Du e Wang (2008), descrevem a 

importância da produção de quitosana por R. oryzae e evidenciam o potencial 

biotecnológico desse fungo, na produção desse biopolímero, ao comparar com 

os resultados obtidos por fungos das espécies Absidia coerulea e Mucor rouxii. 

É amplamente utilizado na produção de alimentos fermentados de 

bebidas alcoólicas no Sudeste da Ásia, China e Japão. Nos últimos anos, 

também foi empregado na produção de iogurtes (CHEN et al., 2009). Segundo 

Liao (2008), o ácido fumárico é amplamente usado como acidulante de 

alimentos e bebidas. Apresentam várias aplicações industriais como resina 

sintética e polímeros biodegradáveis, que participam na produção de 

intermediários para sínteses químicas.  

O R. oryzae é um importante microrganismo que apresenta atividade 

enzimática aminolítica, o que lhe permitem converter o amido diretamente a 

ácido L-láctico, produção comparável às das bactérias homofermentativas. 

Vários subprodutos tais como ácido málico, ácido fórmico, ácido propiônico e 



LIMA, J.M.N. Produção do Complexo Quitosana – Polifosfato em Rhizopus 

oryzae UCP 1506... 

26 

 

etanol, podem ser produzidos simultâneamente durante o período em que 

ocorre a fermentação láctica (ZANG et al., 2006). 

Alguns fermentados de soja tornam-se mais leves e nutritivos quando 

produzidos a partir da utilização de fungos Rhizopus ligosporus, R. oryzae, R. 

arrhyzus ou R. stolonifer, e também com a participação, com menor relevância, 

de bactérias e outros fungos (SILVA e COELHO, 2006). 

Segundo Tortora et al., 2005, a produção em larga escala envolvendo os 

microorganismos, células ou componentes celulares e seus produtos são 

considerados resultados da biotecnologia. Entre outros processos 

biotecnológicos, os fungos ocorrem em processos de biorremediação, os 

organismos vivos são utilizados tecnologicamente para remover e reduzir 

poluentes ambientais.  

A biorremediação é uma tecnologia complexa e sua implementação ocorre 

em etapas que compreendem um estudo do ambiente, do tipo de 

contaminante, dos riscos e da legislação pertinente. É necessária uma 

caracterização do tipo, da quantidade do poluente, bem como avaliação de 

natureza biológica, geológica, geofísica e hidrológica do local contaminado 

(GAYLARD et al., 2002).  

Bhainsa e D´Souza (2007), investigaram a remoção do cobre a partir da 

massa micelial do R. oryzae pré-tratada com NaOH, afirmando que o fungo 

apresenta considerável compatibilidade com este metal, relevando o potencial 

de biossorção. A aplicação de técnicas biotecnológicas tem sido utilizada como 

um meio de biodegradação de resíduos orgânicos no meio ambiente. Estas 

técnicas, inovadoras, contribuem como uma alternativa para solução de 

tratamento de rejeitos sólidos produzido pela ação do homem na natureza. 

 

1.3.8 Produção de quitosana 

 

A produção e a aplicação industrial da quitosana foram iniciadas a partir 

de 1970. No Japão, cresceu 37% durante os anos 1978 e 1983, pesquisas 

apontam para uma grande variedade de aplicações da quitina e da quitosana 

devido a sua grande versatilidade (CAMPOS – TAKAKI, 2005).  
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A quitosana apresenta muitas aplicações em diversos setores 

tecnológicos como, na, agricultura (mecanismos defensivos e adubo para 

plantas), tratamento de água (floculante para clarificação, remoção de íons 

metálicos, polímero ecológico e redução de odores), indústria alimentícia (fibras 

dietéticas, redutor de colesterol, conservante para molhos, fungicida e 

bactericida, recobrimento de frutas), indústria de cosméticos (esfoliante para a 

pele, tratamento de acne, hidratante capilar, creme dental) e biofarmacêutica 

(imunológico, antitumoral, hemostático e anticoagulante). Atualmente sua maior 

aplicação é na área biomédica (suturas cirúrgicas, implantes dentários, 

reconstituição óssea, lentes de contato, liberação controlada de drogas em 

animais e humanos, encapsulamento de materiais) (DU et al., 2009).  

A quitosana utilizada como alimentos funcionais, que fornece a nutrição 

básica e promovendo a saúde, vem ganhando destaque, por apresentar 

propriedades cientificamente comprovadas como no auxílio da redução do 

colesterol e na perda de peso (através da captura de moléculas de gorduras) 

(AZEVEDO et al., 2007).  

A indigestibilidade no trato gastrintestinal superior, alta viscosidade, 

natureza polimérica e baixa afinidade pela água no trato gastrintestinal inferior 

são fatores responsáveis pelo efeito hipocolesterolêmico da dieta fibrosa. À 

quitosana atende a maioria destes critérios e tem uma característica específica 

em relação a outras fibras; in vitro, ligando-se a uma variedade de ânions, 

como ácidos biliares e ácidos graxos livres em soluções com pH reduzido 

através das ligações iônicas resultantes dos grupos amínicos (DAMIAN et al., 

2005). 

Inúmeras características distinguem quitina e quitosana dos demais 

polissacarídeos, sendo uma delas a atividade antimicrobiana. Esses polímeros 

provocam a inibição 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 

à presença de grupos amínicos que, uma vez em contato com os fluidos 

fisiológicos, provavelmente são protonados e se ligam a grupos aniônicos 

desses microorganismos, resultando assim na aglutinação das células 

microbianas e na inibição do crescimento (SILVA et al., 2006). 

Quitina e quitosana desempenham, ainda, um importante papel na 

hemóstase (SINGLA et al., 2001), porém de maneira independente ao sistema 

clássico da cascata de coagulação. Okamoto et al (2003) mostraram que esses 

polímeros reduzem o tempo de coagulação sanguínea de forma dose-

dependente, sendo a quitosana (tempo de coagulação sanguínea de 3,7 min) 

mais eficaz que a quitina (tempo de coagulação sanguínea de 4,7 min) (SILVA 

et al., 2006). 

Esses co-polímeros apresentam também uma potente ação analgésica 

tópica. O principal efeito analgésico da quitosana é decorrente da captura de 

hidrogênios ácidos liberados no local da inflamação pela ionização do grupo 

amínico a NH3 +. A bradicinina, mediador químico liberado pelo cininogênio 

plasmático e outras citocinas, como Fator de Necrose Tumoral α (FNTα) e as 

Interleucinas 1 (IL-1) e 8 (IL-8), parecem ser particularmente importantes para a 

produção da dor no local inflamado. A quitosana teria a propriedade de 

absorver a bradicinina liberada no sítio da inflamação e a quitina, capacidade 

de absorção quase três vezes mais do que a quitosana (SILVA et al., 2006). 

Alguns investigadores têm reportado que a quitina e a quitosana 

induzem a analgesia. Verificaram que a quitosana forneceu uma sensação 

refrescante, agradável e calmante tópico, quando aplicada em feridas abertas 

(LARANJEIRA e FÁVERE, 2009). 

A quitosana pode atuar na prevenção de formação 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, é necessário um procedimento cirúrgico 

para remoção. Uma investigação preliminar dos efeitos de um revestimento de 

quitosana sobre o desenvolvimento de biofilmes bacterianos ou fúngicos, 
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sugere que o revestimento de quitosana destrói os microorganismos 

essencialmente pela imobilização ou fixação dos mesmos, evitando que os 

mesmos se multipliquem à superfície do implante (AZEVEDO et al., 2007). 

Devido às propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, a 

quitosana pode atuar como material substituto ósseo que, ao longo do tempo, 

vai sendo substituído por osso natural. Polímeros de quitosana são constituídos 

por arranjos paralelos de pontes de hidrogênio que conferem melhores 

propriedades mecânicas, com alta resistência a cargas, bem como estabilidade 

ao enxerto, características extremamente importantes especialmente nos 

estágios iniciais de formação óssea (SPIN-NETO et al., 2008). 

  Segundo Ueno et al (2001), a própria da estrutura química da quitosana, 

similar à estrutura do ácido hialurônico, reforça a indicação do uso deste 

biopolímero como agente cicatrizador e reparador, pois a quitosana é capaz de 

aumentar as funções de células inflamatórias como os leucócitos 

polimorfonucleares e macrófagos, promovendo assim a organização celular e 

atuando no reparo de feridas amplas. Conforme o que foi descrito por 

Laranjeira e Fávere (2009), a quitina e a quitosana utilizadas em animais com 

ferimentos, apresentam uma rápida cicatrização, reduzem a frequência de 

tratamento, diminuem a dor e protegem a superfície da ferida.  

A quitosana, por ser um biomaterial seletivamente permeável, surgiu 

como bom candidato a meio de liberação de medicamentos no meio 

gastrointestinal, na mucosa oral, canais radiculares, dentinas cariadas ou 

bolsas periodontais, estudos realizados têm apresentado resultados que 

corroboram com o uso da quitosana nesta aplicação, visto que explicitam as 

qualidades dessa substância como agente de liberação de fármacos, 

principalmente quando se necessita de liberação 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 remoção de poluentes ambientais, 

especialmente os corantes presentes em águas residuais. 

Tharanathan e Prashanth (2007) realizaram uma ampla pesquisa sobre 

a quitina e a quitosana, investigando suas modificações e aplicações. Neste 
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estudo ficou comprovado que as áreas de aplicações da quitina/quitosana e 

seus derivados são ilimitados, uma vez que estes polímeros podem ser obtidos 

na forma de fibras, microesferas e nanopartículas. São mencionadas 

aplicações na área de alimentos e nutrição, ciência dos materiais, ciências 

médicas e farmacêuticas, microbiologia, imunologia dentre outras. 

 

1.3.9 Substratos  

 

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes 

quantidades de substratos, tanto líquidos como sólidos. Esses resíduos podem 

apresentar elevados problemas de disposição final e potencial poluente, além 

de representarem, muitas vezes, perdas de biomassa e de nutrientes de alto 

valor. Ao contrário do que acontecia no passado, os resíduos eram dispostos 

em aterros sanitários ou empregados sem tratamento para ração animal ou 

adubo. Atualmente, conceitos de minimização, recuperação, aproveitamento de 

subprodutos e bioconversão de resíduos são cada vez mais difundidos e 

necessários para as cadeias agroindustriais (LAUFENBERG et al., 2003). 

Particularmente, a bioconversão dos resíduos agrícolas das indústrias 

de alimentos estão recebendo crescente atenção, uma vez que essas matérias 

residuais representam recursos possíveis e utilizáveis para a síntese de 

diversos produtos biotecnológicos considerados úteis. Nesse contexto, a 

fermentação em estado sólido (FSS) desempenha um papel de destaque no 

aproveitamento dos resíduos sólidos, pois, em virtude do crescimento 

microbiano, ocorre a síntese 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 são o enriquecimento protéico de 

resíduos agroindustriais, onde microorganismos selecionados aumentam o teor 

protéico desses materiais, de modo a serem utilizados na alimentação humana 

ou animal; a destoxificação de resíduos, por meio da eliminação de substâncias 

recalcitrantes que impedem sua aplicação intensiva; e a produção de 

compostos de alto valor agregado, como enzimas e diferentes metabólitos 

(PANDEY, 2003). 
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Diferentes tipos de microorganismos como bactérias, leveduras e fungos 

filamentosos podem crescer em diversos substratos sólidos. Contudo, são os 

fungos filamentosos os mais adaptáveis a esse tipo de processo, pois são 

capazes de crescerem com pouca água e muitos sólidos presentes, além de 

sua forma de crescimento, por meio de hifas, favorecem a colonização do 

meio. Esse fato se traduz na grande quantidade de aplicações 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 água residual do processamento da mandioca, constitui-se no resíduo líquido 

mais importante, representando, em média, 30% da matéria-prima processada, 

no caso de produção de farinha de mandioca. Nesse caso, a manipueira é 

constituída da água de prensagem da massa ralada e contém todos os 

componentes solúveis da raiz, inclusive apresentando um teor residual de 

açúcares da ordem 20 a 40g/L (WOSIACKI e CEREDA, 2002). A composição 

da manipueira, segundo Cereda (2001) descrito na tabela 1. 

A importância do cultivo da mandioca no Brasil é indiscutível, tanto como 

fonte de energia na alimentação humana e animal, quanto como geradora de 

emprego e de renda. Na Industrialização da mandioca a farinha, a fécula e o 

polvilho azedo são os principais produtos obtidos (CEREDA, 2001). A partir da 

otimização dos processos produtivos e dos avanços tecnológicos propiciados 

pela pesquisa científica e tecnológica, surgiram novas possibilidades de 

exploração deste produto. Exemplos de novos produtos são a extração de 

beta-caroteno da folha (ORTEGA, 2003), a utilização do polvilho em “chips” 

(GRIZZOTO e MENEZES, 2004). 

A água residuária, manipueira, possui a maioria dos compostos solúveis, 

incluindo a linamarina, que é o β-glicosídeo de acetonacianidrina, responsável 

pela liberação de cianeto nos corpos d’água e solo. O teor de cianeto total no 

líquido é muito variável, 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 orgânica solúvel (DQO) e alguns sólidos insolúveis ou em 

suspensão, além da presença de glicosídeo hidrolisável o cianeto que apesar 

da pequena quantidade levando-se em consideração a diluição, permanece 

nesta água na forma de ácido cianídrico aumentando o seu potencial poluidor. 

 

Tabela 1: Valores Médios para a caracterização de resíduos líquidos da 

industrialização da mandioca 

Componentes Manipueira de 

Farinheira 

Manipueira de 

Fecularia 

   

Água (%m/v) 92,77 91,53 

Proteína 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 águas geradas durante o processamento da mandioca, nas 

pequenas indústrias, são normalmente descartadas para o meio ambiente, 

muitas vezes, sem o devido tratamento prévio. Além do aspecto de agressão 

ao meio ambiente, deve ser considerado também que o despejo indevido dos 

sub-produtos de mandioca constitui em perda de rendimentos para o produtor, 

quando se consideram as quantidades e composição das águas geradas na 

produção  (LAMAISON, 2009). 

Desta maneira, a manipueira atualmente tem sido vista como um 

subproduto passível de ser reaproveitado em outras atividades. No espectro de 

opções para o seu aproveitamento encontram-se a produção de biomassa 

lipídica, ácido cítrico e aromas através da utilização da manipueira como fonte 

de carbono em processos fermentativos (LAMAISON, 2009). 
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A respeito dos tratamentos utilizados para esta água residuária, 

encontram-se trabalhos relatando a produção de biogás pelo seu tratamento 

anaeróbio (PATINO, 2001) e também a possibilidade de tratamento aeróbio em 

sistemas de lodos ativados (OLIVEIRA et al., 2001).  

Barana e Cereda (2000) utilizaram um biodigestor anaeróbio de duas 

fases, obtendo-se uma eficiência de 80,9%, com carga orgânica de 0,33g 

DQO/L.d. Ribas e Barana (2003), também, utilizaram com sucesso para a 

remoção de 71% de DBO da manipueira, um reator anaeróbio, aplicando-se 

cargas de 0,86g DQO/L.d. 

 

1.3.9.2 Milhocina 

 

A milhocina é um subproduto da produção de amido de milho. 

Industrialmente, o milho seco é macerado em uma solução de ácido sulfúrico a 

quente; a fração solúvel sofre uma suave fermentação láctica natural que 

ocorre devido à presença de bactérias na solução, e é, então, submetida a uma 

operação de evaporação, na qual a milhocina é concentrada. A milhocina é 

usada principalmente como suplemento alimentício para ruminantes, fonte de  

nutrientes para aves, na confecção de iscas atrativas para as moscas das 

frutas e fonte de nutrientes para o processo de fermentação industrial 

(DOMINGOS, 2009). 

A composição da milhocina é muito variável, dependendo da origem da 

matéria-prima e de seu processamento. Uma composição química é 

demonstrada na Tabela 2 e 3. Dentre os compostos variados encontram-se 

íons metálicos, vitaminas e outros compostos em pequenas quantidades 

(DOMINGOS, 2009). 
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    Tabela 2: Composição química de milhocina. 

 

Substâncias Porcentagem % 

  

Milhocina em Base Seca 50,7 

pH 3,9 

Proteína 40,8 (Base Seca) 

Ácido Láctico 16,0 (Base Seca) 

Açúcares Redutores 12,8 (Base Seca) 

Compostos Variados 30,4 (Base Seca) 

     Fonte: AKHTAR (1998). 

 

Muitos desconhecem, mas a milhocina ou água 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 é utilizada na 

composição de tônicos. A dextrose ou açúcar de milho por ser idêntica ao 

açúcar que existe no sangue humano é usado nos hospitais em injeções 

endovenosas para recuperar as forças de pessoas enfermas ou em estado 

pós-operatório. Até mesmo sangue para transfusões é algumas vezes 

enriquecido com a adição de dextrose (DOMINGOS, 2009). 
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Tabela 3: Composição de Aminoácidos, Vitaminas e Minerais encontrados em 

uma Solução Concentrada de Milhocina 

 

Aminoácidos 

(%) 

Vitaminas 

(mg/Kg ) 

 
 

Minerais 

Mg/ Kg 

(%) 

 

Alanina 9,83 Biotina 0,3  Cálcio       0,14  

Arginina 3,68 Cholina 3.500,0  Cobre       15,0  

Á aspártico  5,82 Inositol 6000,0  Ferro       100,0  

Cisteína 2,20 Niacina 80,0  Manganês       20,0  

Ac gutâmico   18,07 Piridoxina 9,0  Manganês       0,60  

Triptófano  Riboflavina 6,0  Potássio       2,80  

Glicina 5,27 Tiamina 3,0  Sódio       0,10   

Histidina 3,72 Ácido 

Pantotêmico 

 

15 

 
 

Fósforo       1,18  

Isoleucina 3,07    Selênio       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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Resumo Os fungos da classe Zygomycetes apresentam em suas paredes celulares os 

polimeros quitina e quitosana como principais polissacarídeos. 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 variável resposta produção de biomassa, pH e do 

complexo quitosana-polifosfato.  O ensaio 3 (10% de manipueira e 2% de milhocina) 

apresentou a maior produção de biomassa (1,24g/L) e de quitosana (44,67mg/g de 

biomassa). A partir desses resultados, foi realizada uma cinética de produção de 

biomassa, quitosana e polifosfato associado ao polissacarídeo 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 

fermentação. A quitosana apresentou maior conteúdo 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 produção de quitosana  com alto grau de pureza e 

rendimento. 

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

Biopolímeros. 
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Introdução 

 

A quitosana (poli-β-(1-4)-D-glucosamina) é um polímero natural obtido pela 

desacetilação da quitina (E- IEVA et al., 2009; ZHANG et al., 2010). Durante essa 

reação, os grupamentos acetoamida (-NHCOCH3) da quitina são transformados, em 

graus variados de desacetilação acima de 50%, em grupos amino (-NH2), dando 

origem a quitosana (MAGHSOODI E YAGHMAEI, 2010). A quitosana quando diluída 

em ácidos orgânicos (acético, fórmico, cítrico) e inorgânicos (ácidos clorídrico e 

sulfúrico) resulta em soluções viscosas capazes de formar géis. Neste sentido, a 

quitosana tem atraído grande interesse devido à sua combinação única de 

propriedades, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, complexação 

metalica, atividade antibacteriana (WEN – LI DU et al., 2009), emulsificante (KUMAR 

et al., 2000; JAAFARI et al., 2001). É também utilizada no tratamento de efluentes 

(KIMURA et al., 1999),  por formar gel, farmacêutica, cosméticos e ciência dos 

alimentos (ASSIS et al., 2003) .  

As possibilidades de aplicações são ainda enriquecidas pelo fato da quitosana 

poder ser preparada sob diferentes formas, tais como soluções de viscosidade 

controlada, géis, filmes e membranas, microesferas e nanopartículas (CAMPANA-

FILHO et al., 2007). 

A manipueira é oriundo do processo produção de farinha, de mandioca prensada, 

sendo esse efluente descartado sem nenhum tratamento, causando a poluição dos 

cursos de água (rios e riachos) com grandes prejuízos à natureza. A toxidade desse 

efluente está relacionada a dois componentes com forte potencial poluidor, 

destacando-se a matéria orgânica biodegradável e o ácido cianídrico (MESEL e 

PIMENTEL, 2007). Esse subproduto é constituído por glicose e outros açúcares, 

proteínas, células descamadas, laminarina e derivados cianogênicos (ácido cianídrico, 

cianetos e aldeídos), além de  substâncias diversas e diferentes sais minerais, muitos 

dos quais podem ser fontes de macro e micronutrientes para plantas e 

microorganismos (PONTE, 2000).  

         A milhocina é um subproduto resultante da maceração de milho, apresenta um 

teor de proteína de 25%, além da presença de amino ácidos livres, vitaminas, além de 

Cálcio, Ferro, Manganês, Potássio, Sódio, Fósforo, Selênio, Zinco e Enxofre. Desta 

forma, a milhocina é considerada uma excelente fonte de nitrogênio essencial para o 

crescimento celular, como também para a síntese de proteínas e enzimas (PAIVA, 

2004; MENEGASSI, 2007; FONTES et al., 2008). 
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Os fungos representam um grupo de elevado interesse prático e científico na área 

da biotecnologia, destacando-se o grupo pertencente à ordem Mucorales, classe 

Zygomycetes, principalmente, pela presença de quitina e quitosana em suas paredes 

celulares (BRASIL, 2008). 

A utilização de massa micelial de fungos como fonte alternativa de produção de 

quitina e quitosana tem demonstrado grandes vantagens, tais como: extração 

simultânea de outros polímeros, independência dos fatores de sazonalidade e 

produção em larga escala (SILVA et al., 2006). A quantidade destes polissacarídeos 

extraídos da biomassa varia de acordo com a espécie de fungo e condições 

nutricionais, principalmente a fonte de carbono utilizada (CAMPOS-TAKAKI et al., 

2005).  

O fungo Rhizopus oryzae pertence à ordem Mucorales, classe Zygomycetes, cujas 

espécies possuem quitina e quitosana em suas paredes celulares, sendo este fator, 

uma característica fisiológica utilizada como caráter significativo na taxonomia e 

filogenia desses organismos (CAMPOS TAKAKI, 2005). 

Várias pesquisas utilizando fungos como fonte alternativa de quitina e quitosana 

relatam a obtenção de rendimentos iguais ou superiores, destes polímeros, obtidos 

quando utilizadas fontes tradicionais de meios de cultura (ANDRADE et al., 2003; 

AMORIM et al., 2005). Em recentes estudos realizados, tem se estabelecido métodos 

de otimização para processos de produção de quitina e quitosana com a utilização de 

meios de cultura alternativos e de baixo custo econômico (AMORIM et al., 2001; 

FRANCO et al 2005; ANDRADE et al., 2000). 

Neste trabalho foi avaliada a influência da utilização de rejeitos agroindustriais 

manipueira (efluente) e milhocina (resíduo industrial do beneficiamento do milho), na 

formação 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 Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais – 

(NPCIAMB), Universidade Católica 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, resíduo da indústria de beneficiamento do milho, cedida pela indústria Corn. 
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Condições de cultivo e Produção de Biomassa 

O pré-inóculo foi preparado a partir do Rhizopus oryzae (UCP 1506) crescido em no 

meio YMA (Yeast Malt Ágar) durante 5 dias, onde os esporos foram coletados com o 

uso de swabs, transferidos para água destilada estéril e determinado o número de 

esporos em câmara de Neubauer. Alíquotas de 1 mL de suspensão de esporos 

contendo 107  esporos/mL foram transferidas para o meio de esporulação (YMA) por 

24h para formação do tapete micelial. Discos de 6 mm foram cortados com furador de 

rolhas previamente esterilizado e cerca de 40 discos foram utilizados como inóculo.  

Foram utilizados frascos de Erlenmeyers de 250mL com capacidade 100mL dos meios 

de produção, de acordo com o planejamento fatorial 23. Foram inoculados 40 discos, 

mantidos sob agitação orbital de 150rpm,  a temperatura de 28ºC, por um período de 

96h. 

 

Cinética de crescimento e produção de quitosana 

A cinética de crescimento foi realizada de acordo com a condição selecionada do 

planejamento fatorial. As alíquotas foram coletadas nos períodos de 12, 36, 48, 72, 96 

e 120h. Em seguida as amostras foram filtradas a vácuo, lavadas com água destilada, 

liofilizadas e mantidas em dessecador até peso constante. A biomassa obtida foi 

submetida à extração da quitosana. 

 

Determinação do pH 

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

livre de células.  

 

Extração de quitosana 

 A extração de quitosana foi realizada segundo a metodologia descrita por Zamani 

(2007). A biomassa liofilizada foi macerada e homogeneizada em solução de hidróxido 

de sódio a 2% (30:1 v/v, 60ºC, 2h) para a desproteinização. Em seguida, a separação 

da fração álcali-insolúvel (FAI) foi realizada por centrifugação à 4000g, durante 

15minutos. O resíduo da fração álcali-insolúvel foi submetido ao tratamento com o 

ácido sulfúrico a 1% (40:1 v/v, 121ºC, 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 precipitação da quitosana. A quitosana foi lavada 

com água destilada, seca (estufa a 60º por 24h) e mantida em dessecador até peso 

constante.    
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Espectroscopia ao raio infravermelho e grau de acetilação 

 

A quitosana obtida foi analisada usando um espectrômetro infravermelho FT-IR, com 

transformada de Fourier (FT-IR), registrados em aparelho Bruker IFS 66, utilizando-se 

pastilhas KBr, sendo os números de onda expressos em cm-1 na região de 4000 a 400 

cm-1. O grau de deacetilação da quitosana microbiana foi determinado por 

espectroscopia no infravermelho de acordo com a Baxter et al. (1992), utilizando o 

A1655/A3450 relação absorbância. Dois miligramas da amostra de quitina e quitosana 

por fungos, que foram secos durante a noite a 60 ° C sob pressão reduzida, foram 

completamente misturados com 100mg de KBr, para produzir discos de 0,5 milímetros 

de espessura. Os discos foram secas por 24 horas a 110 ° C sob pressão reduzida. 

espectrômetro infravermelho foi gravado com um Espectrômetro Bruker 66, usando 

um disco de 100 mg de KBr, para referência. A intensidade das bandas de absorção 

máxima foi determinada pelo método de referência. 

 

Extração polifosfato  

O polifosfato intracelular foi extraído e dosado segundo o método de Zamani et al 

(2007).  As frações ácido solúvel (FAS) resultantes do processo de extração da 

quitosana oriundas da cinética de crescimento da produção de biomassa/quitosana 

foram avaliadas através de seu conteúdo de fósforo inorgânico. O teor de fósforo foi 

estimado através da equação mg/dL da absorbância do teste sobre a absorbância do 

padrão.   

Fósforo (mg/dL) = Absorbância do teste 

                            ___________________ x 5 

                             Absorbância do padrão 

 

Planejamento fatorial completo de 23 

Foi utilizado um planejamento experimental, que compreende um fatorial 23, com os 

níveis + 1 e – 1 e 4 pontos centrais (nível zero). Para analisar os efeitos principais e 

interações das variáveis concentrações manipueira, milhocina e temperatura foi 

utilizado o software STATISTICA versão 6.0 da StatSoft®. Ver tabela 1 e 2. 
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Tabela 1: Matriz do Planejamento Fatorial 23 

 
Variáveis 

 
+1 

 
0 

 
-1 

Milhocina (%) 6 4 2 

Manipueira (%) 10 7,5 5 

Temperatura o.C 38 33 28 

 

 
Tabela 2: Planejamento Fatorial 23, tendo como variáveis Milhocina (%), 
Manipueira (%) e Temperatura variável resposta a produção do complexo  
quitosana-polifosfato por Rhizopus oryzae 

Ensaios  
No. 

Milhocina  
(%) 

Manipueira  
(%) 

Temperatura  
oC 

1 - - - 

2 + - - 

3 - + - 

4 + + - 

5 - - + 

6 + - + 

7 - + + 

8 + + + 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 

12 0 0 0 

*Fixo: Agitação e Tempo 
 

 
 
Resultados e Discussão 
 
 
Produção de biomassa e quitosana 
 

A produção de biomassa e quitosana por Rhizopus oryzae realizadas utilizando 

manipueira e milhocina, através de um planejamento fatorial completo 23 estão 

apresentadas na Tabela 3. Observou-se que o ensaio 2 utilizando 5% de manipueira 

suplementado com 6% de milhocina apresentou a maior produção de biomassa 

obtidas nos ensaios correspondendo a um total de 1,97g/L, uma produção de 

quitosana de 9,44mg/g de biomassa seca. A condição 3 que utilizou as seguintes 
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concentrações 2% de milhocina e 10% de manipueira, foi a que melhor produziu 

quitosana, 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 produção de biomassa e de 

quitosana foram obtidas em condições de neutralidade (6,97 e 7,02).  

Os resultados expressos no Diagrama de Pareto (Figura 1 e 2) contendo os 

efeitos padronizados para um nível de 95% de confiança, representados pelo valor de 

p, com as seguintes variáveis independentes: manipueira, milhocina e temperatura, 

assim como suas associações, influenciaram no rendimento de biomassa e de 

quitosana. Sendo que a milhocina foi à variável independente mais relevante para 

produção de biomassa, enquanto que, a manipueira foi a variável independente mais 

relevante para produção de quitosana, por ambas estarem acima dos valores de p. 

Franco et al. (2005) obteve após 96h de cultivo uma produção 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 potássio monobásico.  

Segundo Cardoso (2007) a produção máxima 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) utilizaram para produção 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 

produção de biomassa (20,4g/L) e quitosana (58,9mg/g de biomassa seca) no meio 

denominado de Jacatupé. Segundo Stamford et al. (2007) a variável independente 

mais significativa para produção 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 produção 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) não é compatível 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 nitrogênio, a fim de propiciar a produção de insumos 

biotecnológicos de elevado valor agregado. 
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Tabela 3: Crescimento de Rhizopus oryzae (biomassa g/L), produção de quitosana 

(mg/g de biomassa) e pH do  meio contendo manipueira e milhocina após 96hs de 

fermentação  

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

 Figura 1: Diagrama de Pareto dos efeitos das variáveis utilizadas para a produção de 

Biomassa por Rhizopus oryzae em meio contendo manipueira e milhocina após 96hs 

de fermentação  

Ensaios pH Biomassa Seca 

(g/L) 

Quitosana (mg/g 

biomassa seca) 

1 7,43 1,90g 19,36 

2 7,02 1,97g 9,44 

3 6,97 1,24g 44,67 

4 6,16 1,95g 31,60 

5 7,96 1,59g 22,01 

6 6,90 1,76g 15,90 

7 7,85 1,71g 27,66 

8 7,23 1,96g 5,18 

9 7,32 1,30g 19.30 

10 6,76 1,72g 10,60 

11 6,98 1,16g 11,81 

12 6,38 1,14g 13,70 
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Figura 2: Diagrama de Pareto dos efeitos das variáveis utilizadas para a produção de 

quitosana por Rhizopus oryzae em meio contendo manipueira e milhocina após 96hs 

de fermentação  

 

Cinética de produção de biomassa e do complexo quitosana-polifosfato 

 

O perfil de crescimento do R. oryzae durante 120h, apresentou um fenômeno 

de diauxia com 36h de crescimento, provavelmente, devido o uso de manipueira e 

milhocina( Figura 3A). No processo fermentativo é possível que o acesso a milhocina 

tenha sido mais facilitado devido a sua composição em aminoácidos e vitaminas, 

como também carboidratos, funcionando assim como fonte de carbono (PAIVA, 2004; 

MENEGASSI, 2007; FONTES et al., 2008).  Resultados semelhantes com o fenômeno 

diauxia foram observados para Serratia marcescens utilizando o rejeito manipueira 

descrito por ARAÚJO et al. (2010).  

Desta forma, a biomassa produzida pelo microorganismo em estudo utilizando 

manipueira suplementada com milhocina, apresentou o máximo de produção 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 

máximo de rendimento de 4,49g/L de massa micelial  a partir das 36h de cultivo, 

apresentando declínio até as 72h. A melhor produção de quitosana ocorreu às 72h, 

permanecendo na fase estacionária até as 96h.  A produção 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 produção de biomassa e quitosana por C. elegans cultivado em inhame, 

apresentou em 48h rendimento máximo 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 produção de 

biomassa e quitosana na fase exponencial com 24h, aumentando assim produção em 

48h e chegando a fase estacionaria a partir das 72h permanecendo até as 96h de 

fermentação (BENTO et al., 2009). 

Conforme Maghsoodi e Yaghmaei (2010) o declínio da produção de quitosana 

ao longo da fermentação por microorganismos se dá pelo consumo dos biopolímeros 

como nutrientes. Camarotti-Lima et al (2009) demonstraram que o rejeito da indústria 

leiteira (soro de leite) não apresenta-se como boa fonte de carbono para produção de 

biomassa por Syncephalastrum racemosun. Contudo, os dados obtidos com os 

rejeitos agroindustriais milhocina e manipueira demonstraram uma boa associação na 

produção de biomassa por R. oryzae. 

A melhor produção de quitosana foi observada no período 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 período de tempo (Figura 3 

B). 

Cardoso (2007) descreve que os melhores resultados na produção de 

quitosana foram identificados no período de adaptação do microrganismo no meio 

Mucorales. A suplementação do meio de cultura com elevadas concentrações de 

glicose possibilitou o aumento da produção de biomassa, em R. arrhizus, portanto este 

fator  está relacionado com o aumento de quitosana (CARDOSO 2007). 

Segundo Souza (2007) o perfil do crescimento micelial do fungo C. elegans na 

identificação do polifosfato foi verificado durante as primeiras 12h de cultivo, a partir de 

24h ocorreu declínio progressivo do polifosfato inorgânico (Figura 3 C).  

Zamani et al (2007) descreve que o teor de fosfato na parede celular do fungo 

estão entre 0,1 – 2,0% do peso seco da parede, mas as paredes celulares dos 

Mucorales contêm quantidades maiores de 16% de fosfato. 

  Lima (2008) revela que amostras de T. harzianum cultivadas em meio de 

cultura específico para fungo, ocorre um aumento progressivo do polifosfato celular ao 

longo de 15 dias de fermentação. 
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Ta (2009) a combinação de quitosana com sais de fosfato apresenta 

composição biocompatível para a produção de géis de quitosana que são utilizados 

amplamente na indústria farmacêutica.  

 

 

 
Figura 3: Crescimento de Rhizopus oryzae (UCP 1506), em meio de manipueira 
suplementado com milhocina após 120h de fermentação: A- Produção de biomassa 
(g/L), B-Produção de  quitosana (mg/g de biomassa) e B-Produção de polifosfato 
inorgânico (mg/mg de quitosana) 

A 

B
A 

C
A 
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Caracterização da quitosana 

A caracterização do polímero isolado a partir do terceiro teste, apresentando melhor 

produção de quitosano foi apresentada através do espectro de absorção de 

infravermelhos eo grau de acetilação (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% íngreme e manipueira 10% são 

equivalentes aos descritos na literatura19, 21 picos foram observados na amostra de 

quitosana correspondente às bandas de amida as bandas de absorção entre 3500 e 

3000 centímetro-1. são intensas e abrangentes. devido ao estiramento vibrações de 

Bandas OH e água no intervalo entre 1500 e 1122 cm-1 são atribuídos à deformação 

CH3 assimétrica e vibrações de deformação de intensidade média NH de amina 

primária, respectivamente. 

O grau de acetilação é um parâmetro importante relacionada com as propriedades 

físico-químicas do quitosano. O quitosano com um elevado grau de desacetilação é 

altamente susceptível de aplicação em vários campos da biotecnologia, tais como a 

remoção de recuperação de metal iões de agente de água poluída coagulante para 

quelante e outros particles22 sólido, 23. O grau de acetilação 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 acetilação mais de 90%. Os valores relativamente baixos de desacetilação 

obtidos neste trabalho foi derivado a partir dos componentes de ácido insolúveis tais 

como quitina e quitosana e não glucanos extracted24. No entanto, este resultado é 

consistente com os literatura25 graus descrevendo de acetilação de quitosana 62%. 

 

 

 

Figura 4: Infravermelho da quitosana por Rhizopus oryzae 

 

O-
H 

C-N 
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Formação do complexo quitosana-polifosfato 

Considerando o comportamento do crescimento do R. oryzae para a produção 

do complexo quitosana-polifosfato, verificou-se o maior resultado do complexo 

quitosana-polifosfato nos períodos de 24 e 36h (10mg/g e 13mg/g de quitosana), 

decrescendo na fase estacionária (Figura 5). 

Observou-se que ocorreu o máximo de produção de 11,25% em polifosfato 

inorgânico na fase exponencial de crescimento. Contudo, este valor decai ao longo da 

fase estacionária (Figura 5). 

Ao comparar os resultados obtidos produção de biomassa e de quitosana por 

R. oryzae com à formação de polifosfato inorgânico, o comportamento é similar nas 

fases de crescimento micelial.  Iniciando na fase lag, seguido de aumento na fase 

exponencial e reduzindo fortemente na fase estacionária de crescimento.  

Contudo, os estudos relacionados a produção do complexo quitosana-

polifosfato inorgânico são muito escassos, apenas Zamani et al. (2007) se refere aos 

processos de extração de quitosana com ácido forte ou com ácido orgânico, podem 

inferir contaminações por polifosfato que se encontra ligado a quitosana. Desta forma, 

a quitosana complexada se apresentaria com maior grau de impureza e menor grau de 

deacetilação.   

 

 

 

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

1506) em meio manipueira suplementado com milhocina 

 

Conclusões 

Os rejeitos agroindustriais podem ser empregados para produção de insumos de alto 
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valor agregado como quitosana por R. oryzae de acordo com os resultados obtidos. A 

produção do complexo quitosana-polifosfato, embora considerado como contaminante, 

poderá demonstrar grande potencial biotecnológico e econômico, tendo em vista a 

versatilidade dos produtos desses polímeros. Ambos os polímeros apresentam amplas 

propriedades de aplicações na área médica, farmacêutica, biocompatibilidade, 

bioação, permeabilidade seletiva, ação de polieletrólitos, propriedades de troca iônica, 

antitumoral, e atividade microbiana. Desta forma, a formação do complexo-quitosana-

polifosfafto inorgânico pode tornar-se um insumo de elevado valor industrial e de baixo 

custo, através do uso de rejeitos agroindustriais.  
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Conclusões Gerais 

 

Capítulo 2 

 

 O Rhizopus oryzae demonstra adaptação fisiológica ao meio de cultivo utilizado, 

evidenciando rendimentos de produção de biomassa e do complexo quitosana- 

polifosfato; 

 

O meio de Produção manipueira suplementado com milhocina pode ser usado por 

proporcionar rápido crescimento, podendo ser também uma fonte alternativa de 

produção do complexo quitosana-polifosfato; 

 

Os meios de cultura formulados com rejeitos agroindustriais não influenciou na 

presença do polifosfato, durante o crescimento micelial; 

 

Rhizopus oryzae apresenta potencial biotecnológico na produção do complexo 

quitosana polifosfato. 
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