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RESUMO

Um dos grandes desafios na producdo biotecnoldgica é a producao de insumos de alto valor
agregado a um baixo custo. Neste contexto, o fungo filamentoso Cunninghamella elegans
apresenta em sua parede celular grandes quantidades de quitina e quitosana, como também
€ capaz de produzir biossurfactantes. A quitina e quitosana apresentam um vasto campo de
aplicagcdes biotecnolégicas, e na biorremediagdo vem sendo utilizado na remocdo e
recuperacdo de diferentes residuos, biotransformacdo de poluentes e descoloracdo de
efluente téxtil. Estes biopolimeros possuem estruturas lineares, com unidades monoméricas
B-1,4-N-acetil-D-glicosamina e [-1,4-D-glicosamina, respectivamente. Por outro lado, os
biossurfactantes s&o compostos sintetizados por micro-organismos, apresentando
propriedades como a reducdo da tensdo superficial e interfacial, emulsificacéo, solubilizacédo
e dispersdo de fases, sendo muito aplicado na industria petroquimica. Estudos com
Cunninghamella elegans UCP/WFCC 0542 foram realizados com objetivo de avaliar o seu
potencial biotecnoldgico para a producdao de quitina, quitosana e biossurfactante com a
utilizacdo de residuos agroindustriais (milhocina e 6leo de soja pés-fritura), através de um
delineamento central composto rotacional de 22. Os biopolimeros quitina e quitosana foram
obtidos através de tratamento alcali-acido, com hidroxido de sddio 1M, e posterior emprego
de &cido acético a 2%. As propriedades tensoativas do biossurfactante foram avaliadas pela
determinagdo da tenséo superficial do liquido metabdlico livre de células. A producdo de
biomassa por C. elegans foi de 8,12 g/L de com rendimentos de 0,095 mg/g de quitina e
0,036 mg/g de quitosana, com um grau de desacetilagdo de 87,44%, na condi¢do proposta.
O biossurfactante obtido na condi¢do 8 do planejamento com 2,15% de milhocina e 5,22%
de 6leo de soja pos-fritura demonstrou a melhor tenséo superficial com 28,20 mN/m™ e
apresentou estabilidade frente a diferentes condicbes ambientais, possuindo carater
anionico e sua composicao bioquimica preliminar sugere que o biossurfactante isolado seja
constituido por proteinas e lipideos. Também este se mostrou eficiente na remocgdo de
compostos hidrofébicos derivados do petréleo, com remocgéo de 55,15% de 6leo de motor,
71,42% de petrdleo bruto, 77,46% de querosene e 96,41% de 6leo diesel em areia de praia.
Testes de toxicidade do biossurfactante com sementes de Brassica oleracea provaram seu
carater atoxico. Os resultados obtidos demonstram o potencial biotecnoldgico de C. elegans
a partir substratos agroindustriais alternativos e de baixo custo, possibilitando o seu

emprego em processo de biorremedia¢cédo ha recuperacdo ambiental.

Palavras-Chave: Biopolimeros, Tensoativos, Biorremediagao, Mucorales, Cunninghamella.



ABSTRACT

One of the biggest challenges in biotechnological production is to produce high value-added
products at a low cost. In this context, the filamentous fungus Cunninghamella elegans
presents in its cell wall large amounts of chitin and chitosan, but is also able to produce
biosurfactants. Chitin and chitosan has a vast field of biotechnological applications, and the
bioremediation has been used in the removal and recovery of different waste, pollutant
biotransformation and textile effluent discoloration. These biopolymers have linear structures
with monomeric units 3-1,4-N-acetyl-D-glucosamine and B-1,4-D-glucosamine, respectively.
Furthermore, the surfactants are compounds synthesized by micro-organisms having
properties such as reducing surface and interfacial tension, emulsification, solubilization and
dispersion phases, being widely applied in the petrochemical industry. Studies with C.
elegans UCP/WFCC 0542 were performed in order to evaluate their biotechnological
potential for the production of chitin, chitosan and biosurfactant with the use of agroindustrial
residues (corn steep liquor and soybean oil waste), using a central composite design
rotational 22. The biopolymers chitin and chitosan were obtained by alkali-acid treatment with
1M sodium hydroxide, and subsequent use of 2% acetic acid. The surface-active properties
of the biosurfactant were evaluated by measuring the surface tension of the metabolic liquid
cell-free. Biomass production by C. elegans was 8.12 g/L with yields of 0.095 mg/g chitin and
0.036 mg/g of chitosan with a deacetylation degree of 87.44% in the proposed condition. The
biosurfactant obtained in condition 8 of planning with 2.15% of corn steep liquor and 5.22%
soybean oil waste has demonstrated the best surface tension with 28.20 mN/m-1 and
showed stability against to different environmental conditions, having anionic character and
its preliminary biochemical composition suggests that the isolated biosurfactant consists of
proteins and lipids. Also this proved effective in the removal of petroleum derivatives
hydrophobic compounds, removing 55.15% of motor oil, 71.42% of crude petroleum, 77.46%
of kerosene and 96.41% of diesel oil in sand beach. Biosurfactant toxicity tests with Brassica
oleracea seeds proved their non-toxic nature. The results show the biotechnological potential
of C. elegans from alternative and low cost agroindustrial substrates, allowing its use in

bioremediation process in environmental recovery.

Key Words: Biopolymers, Tensoatives, Bioremediation, Mucoralean, Cunninghamella
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1.1. INTRODUCAO

Os fungos sé@o os principais precussores do ecossistema no ciclo do carbono, tendo
importante funcédo na biodegradacdo de materias lignocelulésicos, na producdo de enzimas
hidroliticas como hidrolases, proteases e amilases, e pigmentos como carotenoides e
guinonas. Apresentam importante papel na industria alimenticia no processamento de
alimentos e bebidas através de enzimas hidroliticas e fermentacdo latica. Outro papel
fundamental da utilizacdo de fungos na industria alimenticia € a producao de queijos do tipo
Blue Cheese (Roquefort, Gorgonzola e Stilton), Camembert e Brie. Sdo capazes ainda de atuar
na biorremediacdo de solos e efluentes, degradando hidrocarbonetos e descontaminando
aguas através de sua capacidade de adsorcdo (SILVA, ESPOSITO, 2010; DURAN, 2010;
SIVAKUMAR, 2014; BERNARDES et al., 2014; KYZAS, BIKIARIS, 2015; CVANCAROVA et al.,
2015).

A ordem Mucorales compreende exemplares de géneros de grande interesse
econdmico: Mucor, Absidia, Cunninghamella, Syncephalastrum, Rhizopus, e Backusella, que
sdo utilzados pelas indastrias por sintetizarem produtos industriais importantes como acidos,
etanol e enzimas. Espécies pertencentes ao género Cunninghamella, em particular C. elegans,
C. blakesleeana e C. echinulata, tém sido empregadas extensivamente na transformacéo de
drogas e xenobio6ticos através das vias oxidativas e conjugativas. Dentre os exemplos citados
pelos autores estdo a degradacdo de hidrocarbonetos poliaromaticos (PAH) fenantreno,
fluoranteno, glutationa-S-transferase, aril sulfotransferase, UDP-glucosil e transferase-
glucuronosil (ASHA, VIDYAVATHI 2009; MURPHY, 2015).

A quitina é um polimero linear, natural e insollvel, que apresenta o mesmo tipo de
unidade monomérica (-1,4-N-acetil-D-glicosamina e, est4 presente na carapaga de alguns
invertebrados como alfa-quitina ou beta-quitina, e na parede celular de fungos como gama-
quitina (STAMFORD et al., 2012). A quitosana é um polissacarideo natural composto por
unidades beta (1-4)-D-glicosamina, originada da desacetilacao da quitina. A quitosana pode se
apresentar com diferentes graus de desacetilacdo, a depender da quantidade de grupos acetil
gue foram removidos da molécula quitina (CARDOSO et al., 2012; LATHA, SURESH, 2013;
SANTOS et al, 2013; BERGUER et al, 2014). A quitina e a quitosana apresentam
propriedades peculiares, podendo ser utilizadas com sucesso em uma grande variedade de
aplicacdes, tais como na remocéao e recuperacao de diferentes residuos, na biotransformacao
de pesticidas, na degradacdo de corantes, aminoacidos e proteinas. A quitosana pode ainda

ser utilizada como clareador em sucos e na producéo de filmes biodegradaveis para fabricacao
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de embalagens e cosméticos (CARDOSO et al., 2012; SANTOS et al., 2013; LATHA, SURESH,
2013; BARIKANI et al., 2014; ALJAWISH et al., 2015).

A producédo de co-polimeros quitina e quitosana por via microbiol6égica vem ganhando
atencdo dos académicos nos Uultimos anos, sendo as principais representantes fontes de
producdo alternativa os fungos filamentosos pertencentes a divisdo Zygomycotina e
Ascomycotina que contém os dois polissacarideos, quitina e quitosana, em abundancia
(SITANGGANG et al., 2010; LIU et al., 2013; PATIL, JADHAV, 2014; ALJAWISH et al., 2015).
A producdo microbiana apresenta vantagens, além da auséncia de fatores associados ao
desencadeamento de processos alérgicos, a uniformidade da producdo e a qualidade da
biomassa eliminam as limitacBes oriundas do processamento da biomassa crustacea (HSIEH
et al., 2007; CHMIELOWSKI et al., 2007; NIDHEESH, KUMAR, SURESH, 2015).

Os biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos por uma grande variedade de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos e que possuem caracteristicas de detergéncia,
emulsificagcdo, solubilizagéo, diminuicdo da tenséo superficial e interfacial, disperséo de fases,
biodegradabilidade e baixa toxicidade. (NITSCHKE, PASTORE, 2002; TONINI et al, 2010;
FRACCHIA et al., 2012; ARAUJO et al., 2013; MULLIGAN et al., 2014; MARIN et al., 2015).
Reis et al., (2013) estimaram que a crescente demanda por biossurfactantes, principalmente de
continentes como Asia, Africa e America Latina, em 2018 o valor de sua producéo esteja em

torno de $ 2,2 bilhdes de dolares.

Os biossurfactantes vem sendo testados em aplicagbes ambientais, principalmente na
facilitacdo de degradacdo de derivados de petréleo através de sua capacidade de dispersao e
solubilizagdo. Por ser um processo natural, a biorremediagdo utilizando biossurfactantes
apresenta vantagens sobre outros métodos de tratamento, com perturbacao ambiental minima,
sendo muitas vezes mais baratas e mais seguras (REZENDE, GRAVITOL, 2010; TONINI et al.,
2010; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011; MORAIS, ABUD, 2012; ZILIO et al., 2012; SOUZA,
VESSONI-PENNA, OLIVEIRA, 2014; GEYS, SOETAERT, VAN BOGAERT, 2014; LIU et al.,
2014).

Os residuos gerados na pratica urbana e agroindustrial tém se mostrado uma fonte de
nutrientes bastante atrativa nos processos fermentativos e biotecnoldgicos. Uma variedade de
substratos de baixo custo podem ser citados como nutrientes, incluindo 6leos de origem
vegetal, residuos de petrdleo, substancias amilaceas, residuos de soro de leite; residuos de

destilaria; aguas residuais de mandioca; polpa de café, farelo de cereais, palhas, bagacos de
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cana, cascas de frutas processadas, batatas e farinha de cereais (MONTONERI et al, 2009;
MAKKAR et al., 2011; SILVA et al., 2014; MARTINS et al., 2014).

A milhocina, um residuo agroindustrial gerado a partir da maceracdo por via Umida do
milho para a fabricagdo da farinha de milho € uma excelente fonte de carbono e/ou nitrogénio
para micro-organismos. O 0leo residual de fritura é um substrato muito nutritivo para processos
biotecnoldgicos, sendo uma fonte deveras abundante, uma vez que grandes quantidades de
Oleo de fritura sdo gerados em restaurantes em todo o mundo. Seu descarte indevido além de
ser um desperdicio de fonte energética, contribui significativamente para a poluicdo ambiental
(RUGGERI et al. 2009; MAKKAR et al., 2011; SILVA et al., 2013).

Neste contexto, a producdo de insumos por via microbiologica utilizando residuos
agroindustriais gera novas alternativas para as industrias, obtendo-se produtos que podem ser

utilizados na area de alimentos, farmacéutica, cosmética e também na biorremediagéo.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial biotecnolégico de Cunninghamella elegans UCP/WFCC 0542 na produgéo
dos co-polimeros quitina e quitosana, e biossurfactante, utilizando como substratos residuos

agroindustriais (milhocina e 6leo de fritura).

1.2.2 Objetivos Especificos

» Avaliar o crescimento de Cunninghamella elegans utilizando residuos agroindustriais
(milhocina e 6leo de soja poés-fritura), com o auxilio de um planejamento fatorial do tipo

delineamento central composto rotacional 22.

» Produzir os polimeros quitina e quitosana na condi¢do selecionada do planejamento

fatorial;
» Caracterizar fisico-quimicamente os co-polimeros quitina e quitosana;

» Investigar a producdo de biossurfactante por C. elegans utlizando residuos
agroindustriais (milhocina e 6leo de soja pés-fritura), com o auxilio de um planejamento

fatorial do tipo delineamento central composto rotacional 22.

» Avaliar a estabilidade do biossurfactante produzido por C. elegans na melhor condig&o

selecionada no planejamento fatorial,
» lIsolar e caracterizar fisico-quimicamente o biossurfactante;
» Avaliar a eficiéncia do biossurfactante em processos de biorremediacao;

> Validar os resultados obtidos.
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1.3. REVISAO DA LITERATURA

1.3.1. Fungos filamentosos

Os fungos sédo seres eucarioticos que podem apresentar-se sob a forma de leveduras,
formar um pseudo-micélio ou constitir hifas que podem se agregar ou justapor-se, porém,
nunca formando um tecido verdadeiro (ESPOSITO, AZEVEDO, 2010). S0 o0s principais
precussores do ecossistema no ciclo do carbono, tendo importante funcdo na biodegradacéo
de materias lignocelulésicos utilizando representantes dos grupos Ascomycetes,
Deuteromycetes e Basidiomycetes, produtores de enzimas lignoliticas (FERRAZ, 2010;
DURAN, 2010; CVANCAROVA et al., 2015). Sdo também explorados na producio de enzimas
hidroliticas como hidrolases, proteases e amilases (ANGELO, 2010; SIVAKUMAR, 2014;
BERNARDES et al., 2014) e pigmentos como carotenoides e quinonas (DURAN, TEXEIRA,
ESPOSITO, 2010; ROUKAS, 2015; KANZY et al, 2015). Na industria de alimentos,
apresentam importancia significativa no processamento de alimentos e bebidas através de
enzimas hidroliticas e fermentacéo latica. Outro papel fundamental da utilizacdo de fungos na
industria alimenticia € a producdo de queijos do tipo Blue Cheese (Roquefort, Gorgonzola e
Stilton), Camembert e Brie (PASTORE, MACEDO, 2010; DIEZHANDINO et al., 2015).

Como agentes ambientais, os fungos séo ainda capazes de atuar na biorremediagéo de
solos e efluentes. S&o relatados atuacdo de fungos na degradacdo de hidrocarbonetos,
pesticidas, plasticos, explosivos e metais de solos e sedimentos, além de sua eficiéncia como
adsorventes na descontaminacdo de aguas e recuperacdo da qualidade do ar através da
utilizacao de filtro biolégico confeccionado com perlite como suporte inerte para a formacgéo de
biofilme do fungo leveriduriforme Exophiala jeanselmei (SILVA, ESPOSITO, 2010; KYZAS,
BIKIARIS, 2015).

O potencial biotecnologico dos fungos filamentosos vem sendo explorado visando
melhoria nos processos produtivos. Géneros como Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor sp.,
Fusarium sp., Cunninghamella sp. sdo o0s principais representantes em se tratando de
producdo enzimatica, na sintese de biopolimeros como quitina, quitosana, glicosamina,
biossurfactantes e também como bioadsorventes devido as qualidades presentes em sua
parede celular (TAIRA et al., 2011; TIGINI et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2013; SOUZA
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et al., 2013; QAZI et al., 2013; QAZI et al., 2014; CASTIGLIONI et al., 2014; PATIL, JADHAV,
2014; BERGUER et al., 2014).

A classe Zygomycetes distingue-se das demais por apresentar producdo de um esporo
de resisténcia de origem sexual, denominado zigésporo. Quanto a nutricdo podem ser
saprotrofos (Absidia sp, Mortierella sp), parasitas (Rhizopus stolonifer, Absidia corymbifera),
predadores (Zoophagus sp) e simbiontes formadores de endomicorrizas e ectomicorrizas.
Apresentam micélios cenociticos e septados, alguns podem apresentar dimorfismo, parede
celular composta por quitina, quitosana fibrilar e acido poliglucurénico. Quanto a reproducéo,
ocorre a diferenciacdo de hifas especializadas em esporangiéforos que originam em suas
extremidades uma estrutura denominada esporéangio. No interior do esporangio, originam
inUmeros esporos denominados esporangidsporos, entretanto, quando produzidos em menor

namero, 0s esporangios recebem o nome de esporangiolos (LEITE, 2010).

A ordem Mucorales compreende exemplares de géneros de grande interesse
econbmico: Absidia, Cunninghamella, Syncephalastrum, Rhizopus, Mucor e Backusella, que
sdo utilzados pelas indastrias por sintetizarem produtos industriais importantes como acidos,
etanol e enzimas. Também séo conhecidos por degradar moléculas de estruturas mais simples
como glicose e sacarose, apresetando micélio denso e compiscuo. Reproduzem-se
assexuadamente através de esporangios com grande quantidade de esporos ou por
esporangiolos. Ja a reproducdo sexuada ocorre por meio de zigésporos; sdo cosmopolitas em
sua maioria e poucas espécies podem parasitar animais e plantas. (HAWKSWORTH et al.,
1996; PUTZKE et al., 2004; SILVA, 2010; SILVA, 2011; SILVA, 2014;).

As espécies pertencentes ao género Cunninghamella (figura 01) possuem col6nias de
coloracao variando entre o branco e o cinza, esporangioéforo ereto, ramificado e na extremidade
de cada ramificacdo formam-se vesiculas piriformes ou globosas com diversos esporangiolos.
O micélio quando jovem nao exibe septo. A septacdo esta associada ao amadurecimento da
cultura (BAIJAL, MEHROTRA, 1980; DOMSCH et al., 1980; ALEXOPOULOS et al., 1996;
VICTOR, 2009; ESPOSITO, AZEVEDO, 2010). Espécies deste género, em particular C.
elegans, C. blakesleeana e C. echinulata, tém sido empregadas extensivamente na
transformacéo de drogas e xenobidticos através das vias oxidativas e conjugativas. Dentre os
exemplos citados pelos autores estdo a degradacdo de hidrocarbonetos poliaromaticos (PAH)
fenantreno, fluoranteno, glutationa-S-transferase, aril sulfotransferase, UDP-glucosil e
transferase-glucuronosil (ASHA, VIDYAVATHI 2009; MURPHY, 2015).
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Figura 01: Imagem da espécie Cunninghamella elegans UCP/WFCC 0542 mantida em

meio de manutencgéo e de sua estrutura de reproducdo.

Fonte: A autora

As aplicacdes mais recentes desse género na biotecnologia incluem producgédo de
biossurfactantes (SILVA et al., 2014;); remoc¢do de cadmio relacionado metabolismo de
polifostato (LIMA et al., 2013); biossor¢do (TIGINI et al., 2012); producdo de biopolimeros
quitina e quitosana (SANTOS et al., 2013; AMBROSIO et al., 2013; SOUZA et al., 2013;
BERGUER et al.,, 2014a, 2014b) lipideos (BERNAT et al, 2014), metabolismo de
hidrocarbonetos poliaroméaticos (BOLL et al, 2014) e producdo de biocombustiveis
(SUKRUTHA, JANAKIRAMAN, 2013).

1.3.2. Quitina

A quitina € um polimero linear, natural e insoluvel, que apresenta 0 mesmo tipo de
unidade monomérica B-1,4-N-acetil-D-glicosamina e, est4 presente na carapaca de alguns
invertebrados como alfa-quitina ou beta-quitina, e na parede celular de fungos como gama-
quitina (ANDRADE et al., 2003; STAMFORD et al., 2012). Merzendorfer (2005) afirmou que a
quitina pode ser considerada como um derivado da celulose devido as suas semelhancas na
estrutura molecular. A celulose apresenta em sua estrutura um radical hidroxila no carbono da
posicdo dois da cadeia monomérica, enquanto que na quitina, neste carbono, ocorre a
presenca do radical acetamida (figura 01), (MERZENDORFER, 2005; SILVA, 2007).

Figura 02: Estrutura quimica da quitina e celulose
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Fonte: Polymar. Disponivel em:
http://www.polymar.com.br/pagina.php?diretorio=ped/&menu=0&cod_secao=30&arquivo=quitina.php.
Acesso em: 29/01/2015

Por terem estruturas semelhantes, a quitina e a celulose desempenham funcdes
semelhantes, servindo principalmente como componentes estruturais da célula. Enquanto a
quitina compfe a parede celular de fungos e exoesqueleto de artbpodes, a celulose esta
presente na parede celular dos vegetais e ambos os polimeros conferem o carater de rigidez
destas estruturas (SYNOWIECKY, AL-KHATEEB, 1997; LEHNINGER et al, 1995;
ALEXOPOULOS et al., 1996; DALLAN, 2005; SILVA, 2007; SILVA, 2010).

1.3.3. Quitosana

7

A quitosana é um polissacarideo natural composto por unidades beta (1-4)-D-
glicosamina, originada da desacetilacao da quitina. E solivel em meio acido (pH <5,5) devido a
presenca de grupos amino livres ao longo da cadeia do polimero. A quitosana pode se
apresentar com diferentes graus de desacetilacdo, a depender da quantidade de grupos acetil
que foram removidos da molécula quitina (PEDRO et al., 2009; CARDOSO et al.,, 2012;
LATHA, SURESH, 2013; SANTOS et al., 2013; BERGUER et al., 2014a, 2014b).

Quitina e quitosana (figura 03) sdo polissacarideos conhecidos por apresentarem
polimorfismo, podendo assumir trés conformacdes. As cadeias destes polimeros ligam-se
através do hidrogénio em trés diferentes estruturas cristalinas (a, B, y), cujo arranjo depende da
polaridade adquirida pelas cadeias de acUcar. A estrutura o ¢ a mais abundante na natureza e
encontra-se geralmente nos crustaceos, enquanto que a B € encontrada comumente nos

fungos. A estrutura beta é mais flexivel e menos dura que a estrutura alfa, tal caracteristica
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apresenta melhor reatividade na preparacdo de derivados quimicos (JAWORSKA et al, 2003;
CAMPOS-TAKAKI, 2005; STAMFORD et al., 2012).

Figura 03: Estrutura quimica da quitina e quitosana
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Fonte: STAMFORD et al., 2012.

Os arranjos na estruturas das cadeias apresentam diferentes orientacdes (figura 04),
sendo comum a estrutura do tipo alfa (a) apresentar arranjo antiparalelo e a estrutura do tipo
beta (B) apresentar arranjo paralelo (CARDOSO et al., 2012; STAMFORD et al., 2012).

Figura 04: Arranjo das estruturas alfa quitina (a) e beta quitina (b)
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1.3.4. Aplicacdes comerciais da quitina e quitosana

A quitina € o segundo maior polimero em produtividade mundial, atras apenas da
celulose, e os valores estimados sdo de cerca de 10'° toneladas anuais (MUZZARELLI et al.,
2012). A quitina e a quitosana apresentam propriedades peculiares, podendo ser utilizadas com
sucesso em uma grande variedade de aplicacfes, tais como na remocdo e recuperacdo de
diferentes residuos, na biotransformacdo de pesticidas, na degradacdo de corantes,
aminoacidos e proteinas. A quitosana pode ainda ser utilizada como clareador em sucos e na
producao de filmes biodegradaveis para fabricacdo de embalagens e cosméticos (CARDOSO
et al.,, 2012; SANTOS et al., 2013; LATHA, SURESH, 2013; BARIKANI et al., 2014; ALJAWISH
et al., 2015). A tabela 01 mostra as principais aplicacées comerciais dos co-polimeros quitina e

quitosana.

Tabela 01: Aplicagbes comerciais de quitina e quitosana

Principais aplicacfes de quitina e quitosana

Campo Aplicacéo
Agricultura Formulacéo de bactericida e fungicida
IndUstria alimenticia Formacdao de filmes biodegradaveis, preservacao dos alimentos

contra micro-organismos, desacidificagdo de sucos de fruta,

clarificador
IndUstria de cosméticos Fungicida, dissolugdo de acidos organicos
Medicina Imunologia, hemostasia e cicatrizacdo de feridas, regeneragéo de

tecidos, regeneracao neural, controle de colesterol do sangue,
antioxidante, atividade antimicrobiana
Ambiental Remocé&o de metais pesados e outros poluentes

Engenharias Capacitor e eletrdlitos, bio-nanotecnologia, terapia génica

Fonte: KHOUSHAB, YAMABHAI (2010); BARIKANI et al., (2014); ALJAWISH et al., (2015)

1.3.5. Producdo de quitina e derivados

O processo produtivo de derivados da quitina se torna relativamente caro uma vez que
a obtencdo de matéria prima derivada de crustaceos apresenta um alto potencial alergico, além
dos problemas com sazonalidade e uniformidade da biomassa (BERGUER et al., 2014;

BARIKANI et al., 2014). A falta de uniformidade da biomassa de crustaceos acontece, por
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exemplo, porque muitas vezes esses animais variam muito em tamanho, idade e espécie,
sendo extremamente dependentes de fatores ambientais precisos. Além disso, a carapaca de
crustaceos pode conter um teor elevado de cinzas e metais pesados, além de apresentarem
potencial alérgico, de acordo com Waibel et al., (2011). O processo de acetilagdo usando
reagentes organicos como anidrido acético € oneroso, além de ter baixos rendimentos. O
processo de purificagdo ocorre com o tratamento combinado de acidos e bases que remove
minerais, proteinas e outras impurezas, despolimerizando e desacetilando a quitina pela
utilizacdo do acido hidrocloridico concentrado em altas temperaturas (HOKKO CHEMICAL
IND.CO., 2010; ARKION LIFE SCIENCES, 2012). Devido a isso, a producdo por via
microbiolégica vem ganhando atencdo dos académicos nos Ultimos anos, sendo as principais
representantes fontes de producgédo alternativa os fungos filamentosos pertencentes a divisédo
Zygomycotina e Ascomycotina que contém os dois polissacarideos, quitina e quitosana, em
abundancia (SUMBALI, 2005; BOWMAN, FREE, 2006; HSIEH et al., 2007; SITANGGANG et
al., 2010; LIU et al., 2013; PATIL, JADHAV, 2014; ALJAWISH et al., 2015). A producao
microbiana de co-polimeros quitina e quitosana apresenta vantagens, além da auséncia de
fatores associados ao desencadeamento de processos alérgicos. A fermentacéo fungica é de
grande interesse para producdo de produtos bioativos uma vez que a uniformidade da
producdo e a qualidade da biomassa eliminam as limitacbes oriundas do processamento da
biomassa crustacea (HSIEH et al., 2007; CHMIELOWSKI et al., 2007; SITANGGANG et al.,
2010; LIU et al., 2013; PATIL, JADHAV, 2014; NIDHEESH, KUMAR, SURESH, 2015).

1.3.6. Surfactantes e biossurfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas com uma parte hidrofilica e outra hidrofébica.
Sao capazes de reduzir a tensao superficial (TS - forca existente entre uma superficie ar-
liquido) e interfacial (Tl - for¢a existente entre uma superficie liquido-liquido). Possuem um
vasto campo de aplica¢Ges industriais devido as suas propriedades detergente, emulsificante,
lubrificante, espumante e umidificadora na solubilizacdo e na dispersdo de fases. A grande
maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de derivados de
petroleo, e sdo, em sua maioria, utilizados na indastria de produtos de limpeza (sabfes e
detergentes), na industria de petréleo e na industria de cosmeéticos e produtos de higiene
(Figura 05) (NITSCHKE, PASTORE, 2002; BUGAY, 2009; LIMA JUNIOR, 2012; ZILIO et al.,
2012; FRACCHIA et al., 2012; GEYS, SOETAERT, VAN BOGAERT, 2014; LIU et al., 2014;
MULLIGAN, SHARMA, MUDHOO, 2014; ROSA, FREIRE, FERRAZ, 2015; MARIN et al., 2015).
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Segundo Kitamoto et al., (2002); os surfactantes séo utilizados nas industrias téxtil,
cosmeética, farmacéutica, alimenticia, de papel, polimeros e de plasticos. Durante a ultima
década, a demanda de surfactantes aumentou em aproximadamente 300% na indudstria
guimica dos EUA. Sua producdo mundial excede 3 milhdes de toneladas por ano, o que
totaliza uma economia de 4 bilhdes de dolares (CASTIGLIONE et. al., 2009; ANDRADE, 2010),
sendo a maioria utilizado como matéria-prima para fabricacdo de detergentes de uso
domeéstico.

Figura 05: Representacédo esquematica da estrutura de um surfactante, contendo uma

extremidade polar (hidrofilica) e uma cadeia apolar (hidrofébica).

Fonte: http://gnint.sbg.org.br/gni/visualizarConceito.php?idConceito=42.

Em 2011, o valor do biossurfactante no mercado global correspondia a $ 1,7 bilhdes de
dolares. Existe uma crescente demanda na Asia, Africa e America Latina, estima-se que em
2018, o volume de biossurfactante produzido seja de 476.512.2 toneladas com valor estimado
em $ 2,2 bilhdes de ddlares, de acordo com Reis et al., (2013).

Os surfactantes sintéticos possuem sérias desvantagens, uma vez que sao derivados
de produtos petroliferos, seu custo de producdo é muito alto, além serem téxicos ao meio
ambiente e nao sdo biodegradaveis. Desse modo, torna-se necessaria a busca por
biossurfactantes, que sdo produzidos por organismos vivos, principalmente por micro-
organismos e possuem Varias vantagens em relacdo ao surfactante sintético, destacando:
baixa toxicidade, tolerancia a temperatura, pH e forga idnica, natureza biodegradavel, além da
possibilidade de serem produzidos a partir de substratos renovaveis (BUGAY, 2009; FELIX,
2012; LIMA JUNIOR, 2012; FRACCHIA et al., 2012; PERFUMO, 2013; GEYS, SOETAERT,
VAN BOGAERT, 2014; MARIN et al., 2015).

Os estudos sobre biossurfactantes tem atraido a atengdo como agentes de dissolucao

de hidrocarbonetos a partir da década de 1960, e suas aplicacdes tém sido muito estendidas
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nas ultimas cinco décadas como uma alternativa melhorada para surfactantes quimicos
(carboxilatos, sulfonatos e ésteres de &cido sulfato), especialmente em alimentos, produtos
farmacéuticos e 6leo industria (BANAT, MAKKAR, CAMEOTRA, 2000; DESAI, BANAT, 1997;
MUTHUSAMY et al., 2008; FRACCHIA et al., 2012; MULLIGAN, SHARMA, MUDHOO, 2014;
HUANG et al.,, 2015). Ao contrario dos surfactantes quimicos, que sdo na sua maioria
derivados do petréleo, estas moléculas podem ser produzidos por processos de fermentacao
microbiana, usando substratos mais baratos provenientes da agroindustria e materiais
residuais, como por exemplo 6leos residuais de fritura e milhocina (ROCHA E SILVA et al.,
2014; ANDRADE E SILVA et al.,, 2014), Gordura animal (SANTOS et al.,, 2013, 2014),
Manipueira (MORAIS E ABUD, 2012), Okara e bagaco de cana (SLIVINSKI et al., 2012).

A sintese microbiana dos biossurfactantes ocorre especialmente durante o crescimento
em substratos imisciveis em agua. Ha uma grande quantidade de micro-organismos com a
capacidade de degradar e/ou assimilar hidrocarbonetos. Alguns também sdo capazes de
emulsificar esses hidrocarbonetos durante o processo da degradagdo do substrato (COLLA,
COSTA, 2003; CASTIGLIONE et al., 2009, LIU et al., 2014; HUANG et al., 2015). Os micro-
organismos sdo capazes de sintetizar biossurfactantes em diferentes tipos de substratos,
desde carboidratos até hidrocarbonetos, entretanto, o substrato utilizado pode alterar a
composi¢cdo quimica e estrutural da molécula e consequentemente todas as suas
propriedades. A sintese geralmente ocorre durante a fase estacionaria, mas alguns organismos
sdo capazes de produzir biossurfactantes na fase exponencial (RON, ROSENBERG, 2001;
FONTES et al., 2008). Apesar da producéo de biossurfactantes ocorrer na presenca de fontes
de carbonos solUveis em &agua, varios estudos mostram que as maiores producfes de
biossurfactantes sao obtidas quando substratos hidrofébicos sédo adicionados aos meios de
producado. Os substratos hidrofilicos sédo utilizados primeiramente pelo micro-organismo para o
metabolismo celular e para a sintese da porcao polar da molécula, enquanto que os substratos
hidrofébicos s&o utilizados exclusivamente para a produgdo da porcdo apolar do
biossurfactante produzido (FONTES et al., 2008; FRACCHIA et al., 2012; LIMA JUNIOR, 2012;
SOUZA, VESSONI-PENNA, OLIVEIRA, 2014; GEYS, SOETAERT, VAN BOGAERT, 2014,
HUANG et al., 2015).
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1.3.7. Tipos de biossurfactantes

Os surfactantes sintéticos séo classificados pela natureza do seu grupo polar, enquanto
que os biossurfactantes sdo classificados principalmente pela a sua composi¢cdo quimica e
origem. Na classificacdo por composi¢do quimica, os biossurfactantes podem ser separados
em dois grandes grupos que sao os de alto peso molecular (bons formadores de emulsdo) e os
de baixo peso molecular (bons redutores de tensdo superficial). As principais classes de
biossurfactantes de baixo peso molecular incluem os glicolipideos, lipopeptideos e
lipoproteinas, fosfolipideos e acidos graxos; e os de alto peso molecular os biossurfactantes
poliméricos e particulados. (ROSENBERG, RON, 1999; MUTHUSAMY et al., 2008; FRACCHIA
et al., 2012; FELIX, 2012; MULLIGAN, SHARMA, MUDHOO, 2014; HUANG et al., 2015).

Lipopeptideos

Os lipopeptideos sdo produzidos principalmente por bactérias do género Bacillus; e as
principais classes consistem em Surfactina e Lichenisina, que diferem entre suas variantes pela
sua cadeia de acidos graxo. (DASTGHEIB et al., 2008; JACQUES, 2010; THAVASI et al., 2008,
2011; FRACCHIA et al., 2012). A Surfactina € um lipopeptideo ciclico produzido por Bacillus
subtilis e é considerado o biossurfactante mais ativo descoberto até agora. Sua estrutura
consiste em um anel de sete aminoacidos acoplados a uma cadeia de acido graxos através de
uma ligacdo de lactona (figura 06). A cadeia de aminoacidos pode variar de acordo com o tipo
de Surfactina, e tais variacbes podem estar relacionadas com as alteracfes nas condi¢des de
cultura, tais como tipo e quantidade de fonte nutricional (RON, ROSENBERG, 2001;
MUTHUSAMY et al., 2008; PRATAP et al., 2013; NITE, KRUMMEL, 2014; HUANG et al., 2015;
MARIN et al., 2015).
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Figura 06: Estrutura quimica da Surfactina, um lipopeptideo sintetizado por Bacillus subtilis.
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Fonte: FRACCHIA et al., 2012.

Lichenisina (figura 07) apresenta bastante similaridade com a Surfactina no que diz
respeito as propriedades estruturais e fisico-quimicas. E produzida pela espécie bacteriana
Bacillus licheniformis e apresenta excelente estabilidade frente a temperatura, pH e forca
ibnica. Os biossurfactantes produzidos por B. licheniformis sdo capazes de reduzir a tenséo
superficial da 4gua de 72 mN/m™ para 27 mN/m™ e a tens&o interfacial entre a agua e n-
hexadecano para 0,36 mN/m* (MCINERNEY et al., 1990; MUTHUSAMY et al., 2008;
JACQUES, 2010; MATSUYAMA et al., 2010; FRACCHIA et al., 2012; ZHANG et al., 2014;
MARIN et al., 2015).

Figura 07: Estrutura quimica da Lichenisina, um lipopeptideo sintetizado por Bacillus

licheniformis.
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Glicolipideos

Os (glicolipideos sdo hidratos de carbono formados por mono ou dissacarideos
combinados com acidos graxos de cadeia longa ou acidos hidroxialifaticos. Os biossurfactantes
mais conhecidos pertencem a esse grupo e as classes mais conhecidas sdo Rhamnolipideos,
Trehalolipideos e sophorolipideos (MUTHUSAMY et al., 2008; FRACCHIA et al., 2012,
MULLIGAN, SHARMA, MUDHOO, 2014). Ramnolipidos sdo produzidos principalmente por
Pseudomonas aeruginosa e pelo género Burkholderia. Sua estrutura pode ser vista na figura
08, consistindo em uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de
acido B-hidroxidecandico (PERFUMO et al., 2006; RAZA, KHALID, BANAT, 2009). Apresentam
atividades tensoativas elevadas e potenciais aplicagdes no campo biomédico devido a sua
acao antibacteriana, antifungica, antiviral e anti-adesiva. Eles também tém sido usados na
preparacdo de nanoparticulas e microemulsées (ABALOS et al., 2001; COSSON et al., 2002;
KIM et al., 2000; REMICHKOVA et al.,, 2008; SOTIROVA et al., 2008;. YOO et al., 2005;
PALANISAMY, RAICHUR, 2009; XIE et al., 2006; NGUYEN, SABATINI, 2009; XIE et al., 2007;
MUTHUSAMY et al., 2008; FRACCHIA et al., 2012; RANDHAWA, RAHMAN, 2014; HUANG et
al., 2015).

Figura 08: Estrutura quimica de Rhamnolipideos de cadeia mono e dissacarideos
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Fonte: FRACCHIA et al., 2012.

Os chamados trealolipideos apresentam sua sintese a partir de espécies de
Mycobacterium, Arthrobacter, Rhodococcus, Nocardia e Corynebacterium. Sua estrutura
consiste numa molécula dissacarideo ndo redutor de agUcar trealose unidas a duas unidades
de glicose por uma ligagdo a, a-1, 1-glicosidica (figura 09). Suas aplicagbes industriais
conhecidas estédo relacionadas as fungfes na interacdo da membrana celular e seu potencial
como agentes terapéuticos antitumorais. Os biossurfactantes dessa classe possuem a
capacidade de reduzir a tensdo superficial para algo em torno de 40 a 25 mN/m™ e a tens&o
interfacial de 1 a 5 mN/m™ (MUTHUSAMY et al., 2008; HARLAND et al., 2009; SHAO, 2010;



Souza, D. G. Producéo de quitina, quitosana e biossurfactante... 31

ZARAGOZA et al., 2009, 2010; FRANZETTI et al., 2010; FRACCHIA et al., 2012; TERUEL,
ORTIZ, ARANDA, 2014).

Os sorofolipideos sao sintetizados principalmente por especies fangicas leveduriformes,
sendo seus principais representantes as especies: Torulopsis bombicola, T. petrophilum, T.
apicola, Candida bombicola, Candida apicola, Rhodotorula bogoriensis, Wickerhaminella
domercqgiae e Candida batistae. Sua estrutura consiste em um hidrato de carbono soforose
dimérico ligado a uma hidroxila acido graxo de cadeia longa por ligacdo glicosidica (figura 10).
Esse grupo de biossurfactante vem sendo aplicado no campo da biomedicina, incluindo o uso
como antimicrobianos, anti-viral e anti-cancerigeno. Eles também tém sido utilizados na sintese
de nanoparticulas ligados a metais em produtos cosméticos e farmacodermatolégicos (VAN
BOGAERT, SOETAERT, 2010; MUTHUSAMY et al., 2008; FRACCHIA et al., 2012; KONISHI,
YOSHDA, HORIUCHI, 2014; MADDIKERI, GOGATE, PANDIT, 2015).

Figura 09: Estrutua quimica do biossurfactante trealolipideo
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Figura 10: Estrutura quimica do biossurfactante Sorofolipideo
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Biossurfactantes poliméricos

Os biossurfactantes poliméricos sé&o considerados 0s principais representantes do
grupo dos biossurfactantes de alto peso molecular, que tem como caracteristica principal a
formacdo e a estabilidade de emulsdes. Consistem em complexos de polissacarideos e
proteinas lipoproteinas, lipopolissacaridos ou complexos contendo varios destes tipos
estruturais, como mostra a figura 11. Os biossurfactantes mais conhecidos e estudados séo
Emulsan, Liposan, Alasan e Lipomanan. Podem ser sintetizados por especies bacterianas
como Acinetobacter calcoacetius, Halomonas eurihalina, Pseudomonas tralucida e espécies
leveduriformes como Candida lipolytica e Saccharomyces cerevisiae. Esses biopolimeros
possuem eficdcia como agentes emulsificantes de hidrocarbonetos em agua mesmo em baixas
concentracbes (ROSENBERG, RON, 1999; VAN BOGAERT, SOETAERT, 2010;
MUTHUSAMY et al., 2008; FRACCHIA et al., 2012, RUFINO et al., 2014; VERMA et al., 2015).

Figura 11: Estrutura quimica do biossurfactante polimérico Emulsan.
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1.3.8. Propriedades

Tensé&o superficial, tenséo interfacial e emulsificagéo
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Dentre as principais propriedades apresentadas pelos biossurfactantes estao a redugéo
da tenséo superficial e interfacial de compostos e a capacidade de formar emulsfes. A tenséo
superficial é a forca de atracdo existente entre as moléculas dos liquidos, quando a tensao
superficial diminui significa que a concentracdo de surfactante aumenta, formando micelas
(figura 12). A concentracdo de micelas forma a Concentracdo Micelar Critica (CMC), que
corresponde a minima concentracdo de surfactante necesséria para que haja a reducéo
maxima da tenséo superficial, de acordo com Van-Hamme et al., (2006) e Cortis, Ghezzehei,
2007).

Segundo Mulligan (2005) um bom agente tensioativo pode diminuir a tensédo superficial
da agua de 72-35 mN/m*, e a tensdo interfacial de Aagua/hexadecano 40-1 mN/m™.
Biossurfactantes do tipo Ramnolipidios sdo capazes de reduzir a tensao superficial da adgua de
72 para 30 mN/m, tensédo interfacial da agua/hexadecano de 43 mN/m para <1 mN/m e a
concentracdo micelar critica entre 10 e 200 mg/L (DUBEAU et al.,2009; HORMANN et al.,
2010; SYLDATK et al., 1985; YAMAGUCHI, SATO, 1976; MULLER et al., 2012, LIU et al.,
2014; MARIN et al., 2015). Ja o biossurfactante do tipo Surfactina é capaz de reduzir a tenséo
superficial da 4gua para 27 mN/m™, e a concentragéo micelar critica (CMC) de 12.2 mg L™, de

acordo com Slivinski et al., (2012).

Figura 12: Representacéo da formacédo de micelas
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Fonte: Pacwa-Ptociniczak et al., (2011)

Os glicolipideos e os lipopeptideos séo considerados biossurfactantes de baixo peso

molecular e sdo os mais efetivos na reducdo da tensdo superficial. Os biossurfactantes como
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polissacarideos, proteinas, lipopolissacarideos e lipoproteinas, apresentam elevado peso
molecular e sdo considerados o0s mais efetivos em estabilizar emulsbes Oleo/agua
(CHRISTOFI, IVSHINA, 2002; MUTHUSAMY et al.,, 2008; FELIX, 2012; FRACCHIA et al.,
2012, MULLIGAN et al., 2014; VERMA et al., 2015).

Tolerancia a temperatura, pH e forca ibnica

Uma propriedade muito importante para o estudo de biossurfactantes consiste na
estabilidade frente a condicdem ambientais adversas tais como variacdo de temperatura, pH e
forca ionica. Lichenisina € estavel até uma temperatura de 50°C, variacdo de pH entre 4,5 e 9
concentracdo salina entre 50 e 25g/L de acordo com Mclnerney et al., (1990) apud Muthusamy
et al.,, (2008), Fracchia et al., (2012) e Zhang et al., (2014). O estudo da estabiliade é
fundamental para propor a utilizagdo do biossurfactante em ambientes com condi¢des drasticas
sem que ele perca suas propriedades (NITSCHKE, PASTORE, 2002).

Biodegradabilidade e baixa toxicidade

Diferente dos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes oriundos de micro-organismos
sdo considerados compostos de baixa toxicidade ou nao téxicos, além de ser facilmente
degradados em agua e solo, 0 que se torna atraente para aplicacdes na area ambiental como
biorremediacéo, dispersdo de 6leos em derramamentos e lavagens de tanques. Devido a sua
baixa toxicidade, sdo adequados para uso na industria farmaceutica, cosmética e alimenticia
pois apresentem baixissimo potencial alérgico (NITSCHKE, PASTORE, 2002; MUTHUSAMY et
al., 2008; FRACCHIA et al., 2012; GEYS, SOETAERT, VAN BOGAERT, 2014; MARIN et al.,
2015).

1.3.9. Biorremediacéo

7

A grande preocupagdo mundial nas UGltimas décadas é a liberacdo em grandes
quantidades de hidrocarbonetos para o0 meio ambiente, proveniente de inUmeras atividades
industriais e em especial, desastres petroliferos. Ao longo dos anos, diversas técnicas (fisicas,

guimicas e biol6gicas) vém sendo desenvolvidas para retirada do petréleo derramado ou para
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reducdo de seus efeitos sobre os ecossistemas, dentre eles a biorremediagdo, que € uma
tecnologia que utiliza micro-organismos ou seus bioprodutos para minimizar ou remover
poluentes de hidrocarbonetos de petr6leo do ambiente ou a sua reducdo a niveis de
concentracdo aceitaveis. Neste contexto, os biossurfactantes vém sendo testados em
aplicagbes ambientais, tornando a biorremediagdo uma opc¢ado atraente na degradacdo de
petréleo, pois, sendo um processo natural, apresenta vantagens sobre outros métodos de
tratamento, com perturbagdo ambiental minima, sendo muitas vezes mais baratas e mais
seguras (REZENDE, GRAVITOL, 2010; TONINI et al., 2010; PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011; MORAIS, ABUD, 2012; ZILIO et al., 2012; SOUZA, VESSONI-PENNA, OLIVEIRA, 2014;
GEYS, SOETAERT, VAN BOGAERT, 2014; LIU et al., 2014).

Os biossurfactantes aumentam a biorremediacdo por hidrocarbonetos utilizando dois
mecanismos: (1) aumento da biodisponibilidade do substrato para o0s micro-organismos e
envolve a interacdo com a superficie da célula; (2) aumento da hidrofobicidade da superficie,
permitindo que substratos hidrofébicos se associem mais facilmente com células microbianas.
Os biossurfactantes aumentam as areas de superficie de compostos insoluveis, aumentando
assim a disponibilidade de hidrocarbonetos, e suas propriedades de solubilizacdo e
emulsificacdo se tornam eficazes (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011; MULLIGAN, SHARMA,
MUDHOO, 2014; MAO et al., 2015).

Biossurfactantes também estdo envolvidos na recuperacao avancada de petréleo por
micro-organismos (MEOR). Este método é usado para recuperar o Oleo restante nos
reservatorios apls procedimentos primarios (mecanicos) e secundarias (fisicos) de
recuperacao. A aplicacao de biossurfactantes em recuperacao avancada de petréleo € um dos
métodos mais promissores. O 6leo remanescente muitas vezes esté localizado em regides do
reservatorio de dificil acesso e o 6leo é preso nos poros por pressao capilar. Biossurfatantes
reduzem a tensdo interfacial entre o Oleo/agua e Oleo/rocha, reduzindo as forcas de
capilaridade que impedem que o Oleo mova-se através dos poros da rocha (PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2011; CAl et al., 2014; SILVA et al., 2014; RANDHAWA, RAHMAN, 2014;
MAO et al., 2015; ROSA, FREIRE, FERRAZ, 2015).

1.3.10. Residuos agroindustriais

Nos processos biotecnoldgicos, o principal problema na producdo de bioprodutos

consiste nos elevados custos da producdo. Na tentativa de reduzi-los, rejeitos industriais e
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agroindustriais vem sendo amplamente empregados em processos fermentativos como fontes
nutricionais para micro-organismos na producdo de biossurfactantes, permitindo assim a
obtenc&o de insumos de alto valor agregado reduzindo custo ao fabricante (MUTHUSAMY et
al., 2008; BIERGI, RINALDI, 2009; SINGH, SAINI, 2014; BERGUER et al., 2014).

A sociedade moderna produz elevada quantidade de residuos gerados através de
atividades relacionadas com as industrias de alimentos e agricultura. O acumulo desses
residuos resulta em varios problemas ambientais prejudicando a saude humana, o equilibrio
ambiental e o desenvolvimento sustentavel. Diretrizes legais e diretrizes constitucionais vem
sendo implementadas para reduzir a geracdo de residuos e promover a sua valorizagao,
incentivando assim sua reutilizacdo, reciclagem e recuperagdo de energia. A Resolu¢ao n° 275
de 25 de abril de 2001 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, descreve que a
reciclagem de residuos deve ser incentivada, facilitada e expandida no pais, para reduzir o
consumo de matérias-primas, recursos naturais nao-renovaveis, energia e agua, considerando
gue as campanhas de educacdo ambiental sdo pecas chaves para essa pratica (CONAMA,
2001). Os residuos gerados na pratica urbana e agroindustrial tém se mostrado uma fonte de
nutrientes bastante atrativa nos processos fermentativos e biotecnolégicos. Uma variedade de
substratos de baixo custo podem ser citados como nutrientes, incluindo 6leos de origem
vegetal (6leos de babacu, milho, girassol, soja, jojoba, entre outros), residuos de petroleo,
substancias amilaceas, residuos de soro de leite; residuos de destilaria; aguas residuais de
mandioca; polpa de café, farelo de cereais, palhas, bagacos de cana, cascas de frutas
processadas, batatas e farinha de cereais (GUTIERREZ et al., 1992; MAKKAR, CAMEOTRA,
2002; MARTINS et al., 2006.; MOLDES et al., 2007; MUTHUSAMY et al., 2008; SILVA, 2008;
MONTONERI et al, 2009a, b; ANDRADE, 2010; MAKKAR et al., 2011; SILVA et al., 2014;
MARTINS et al., 2014).

Milhocina

A milhocina € um residuo agroindustrial gerado a partir da maceragéo por via Umida do
milho para a fabricagdo da farinha de milho que é comercializada para diferentes setores
agroindustriais. Segundo Cardinal e Hendrik (1947) e Akhtar e colaboradores (1997) a
milhocina é uma excelente fonte de carbono e/ou nitrogénio para micro-organismos, sendo sua
composi¢do geral consistente em 21% a 45% de proteinas, 20% a 26% de &cido latico,

aproximadamente 8% de cinzas (contendo Ca2+, Mg 2+, K+, etc.), 3% de carboidratos e baixo
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teor de gordura (0,9% - 1,2%) (CARDINAL, HEDRICK, 1947; AKHTAR et al., 1997; SILVA et
al., 2013).

Devido ao seu alto valor de nitrogénio, a utilizacdo da milhocina como fonte de
nutricional para o crescimento microbiano e producdo de metabdlitos vem crescendo nos
altimos anos (SILVEIRA et al., 2001; ANDRADE, 2010). A tabela 02 mostra os ultimos relatos

da utlizagdo de milhocina como fonte nutricional.

Berguer et al., (2014a) obtiveram rendimentos de 26.29 e 33.13 mg.g-1 de quitosana
obtida a partir de Cunninghamella elegans utilzando concentracbes de 2% e 5%,
respectivamente, de Milhocina. JA Rhizopus arrizus, sob os mesmos tratamentos apresentou
um rendimento de 49,31 e 40,67 mg/g™. Em outro estudo, Berguer et al., (2014b) reportou que
C. elegans apresentou rendimentos de 89,39mg/g™ de quitina e 57mg/g™ de quitosana quando
cultivada em 4% de Milhocina. Santos et al., (2013) obtiveram rendimento de 2,14 g/L™" de
quitosana obtida a partir de C. elegans utilizando suplementacdo de 0,45% de milhocina
associada a demais aminoacidos. Em ambos os estudos, 0s autores também reportaram que a

milhocina apresenetou efeitos positivos qguando analisados estatisticamente.

Tabela 02: Utilizagdo de milhocina como fonte nutricional na producéo biotecnolégica

Bioproduto Referéncia
Biossurfactante Gudifia et al., (2015)
Quitina e Quitosana Berguer et al., (2014a)
Quitina e Quitosana Berguer et al., (2014b)
Quitosana Oliveira et al., (2014)
Biossurfactante Rocha e Silva et al., (2014)
Biossurfactante Campos, Stamford, Sarubbo, (2014)
Biossurfactante Andrade e Silva et al., (2014)
Biossurfactante Silva et al., (2014)
Biossurfactante Rocha e Silva et al., (2014)
Biossurfactante Santos et al., (2013)
Biossurfactante Luna et al., (2013)
Biossurfactante Sobrinho et al., (2013)
Quitosana Santos et al., (2013)
Quitosana Batista et al., (2013)
Quitina e quitosana Souza et al., (2013)
Quitosana Cardoso et al., (2012)

Fonte: A autora

Em relacdo a utilizacdo de milhocina na producédo de biossurfactantes, Santos et al.,
(2014) utilizaram 2,5% de milhocina como fonte nutricional para o micro-organismo Candida
lipolytica, que foi capaz de reduzir a tenséo superficial do meio para valores abaixo de 20
mN/m™ e rendimento em torno de 6g/L em condicbes otimizadas. Silva et al., (2014) e Rocha e

Silva et al., (2013) conseguiram reduzir a tens&o superficial do meio de 70 para 27 mN/m™



Souza, D. G. Producéo de quitina, quitosana e biossurfactante... 38

utilizando 2% milhocina como fonte de nitrogénio para o micro-organismo Pseudomonas

cepacia.

Oleo residual de fritura

Tem sido observado a eficiéncia de Oleos vegetais residuais como substratos de baixo
custo para a producdo de biossurfactantes. E importante destacar que 0os micro-organismos
sdo capazes de crescer nos 0leos vegetais ou em gordura, produzindo novos produtos com
potencial industrial, tais como a lipase e o biodisel. Varios micro-organismos mostraram-se
capazes de sintetizarem ramnolipidios e soforolipidios utilizando 6leos vegetais tais como 6leo
de girassol e de soja. O 6leo residual de fritura € um substrato muito nutritivo para processos
biotecnoldgicos, sendo uma fonte deveras abundante, uma vez que grandes quantidades de
Oleo de fritura sdo gerados em restaurantes em todo o mundo. Seu descarte indevido além de
ser um desperdicio de fonte energética, contribui significativamente para a poluicdo ambiental.
A reutilizacdo de Oleos vegetais residuais de processos de frituras de alimentos tem se
mostrado atraente para a producdo de biossurfactantes, pois o reaproveitamento desses 6leos,
como fonte de carbono para as transformacdes microbianas apds a sua utilizacdo na cadeia
alimentar, resulta numa destinagdo alternativa a um residuo da producao de alimentos (LIMA,
2007; HABA et al., 2000; ALCANTARA, et al., 2000; MANEERAT, 2005; LIU et al. 2009; LIMA
et al. 2009; RUGGERI et al. 2009; MAKKAR et al., 2011; SILVA, 2012). A tabela 03 apresenta

os estudos mais recentes da utilizacéo de 6leo residual de fritura na producéo de metabdlitos.

Tabela 03: Utilizagdo de Oleo residual de fritura como fonte nutricional na producéo

biotecnoldgica

Bioproduto Referéncia
Biossurfactante Maddikeri, Gogate, Pandit, (2015)
Biossurfactante Rocha e Silva et al., (2014)
Biossurfactante Campos, Stamford, Sarubbo, (2014)
Biossurfactante Andrade e Silva et al., (2014)

Quitina e quitosana Souza et al., (2013)
Biossurfactante Moraes, Abud, (2012)

Fonte: A autora

Embora o 6leo residual de fritura ndo seja um substrato convencional para producéo de

co-polimeros quitina e quitosana, Souza et al., (2013) obtiveram estes co-polimeros em meio
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contendo 2,75% de 6leo de soja pos fritura, onde a quitosana produzida microbiolégicamente
apresentou um grau de desacetilacdo de 87,44%, ligeiramente superior que a quitosana

crustacea que apresenta grau de desacetilacdo de 78,52%.

Estudos recentes na producéo de biossurfactantes destacam a importancia do 6leo de
fritura residual como substrato: Campos, Stamford, Sarubbo (2014) obtiveram rendimento de
21.86 g/L de biossurfactante por espécies de Candida sp. utilizando 6% de 6leo de canola
residual. O biossurfactante produzido por Silva et al., (2014) foi capaz de reduzir a Tenséo
Superficial do meio de 70 mN/m-1 para 27 mN/m-1 utilizando 2% de 6leo de soja residual como
fonte de carbono para Pseudomonas cepacia. Rocha e Silva et al., (2013) utilizou 2% de 6leo
de soja residual como fonte de carbono para producdo de biossurfactante por P. cepacia,
obtendo um rendimento de 5.2 g/L quando o crescimento celular estava na fase estacionaria,
sendo capaz de reduzir a tensdo superficial do meio de 70 mN/m-1 para 27.57 nas primeiras
24h da producao. Ja o biossurfactante produzido por Silva et al., (2014) utilizando 2% de 6leo
de soja residual para Mucor circinelloides apresentou uma reducdo da tensdo superficial da
agua de 72 mN/m™ para 26 mN/m™. Os estudos mencionados acima enfatizam o potencial de
aplicacdo de o6leo vegetal residual e substratos amildceos como milhocina na producdo de
biossurfactante.

A reducdo de custos e maximizacdo dos rendimentos é importante nos processos
produtivos, e no caso dos processos fermentativos, a otimizacdo do rendimento e da
produtividade pode ser realizada pelo estudo das variaveis que influenciam o processo. A
reducdo de custo faz-se pela busca de matérias-primas de menor custo (LIMA et al; 2009).
Neste contexto, a produgdo de insumos por via microbiolégica utilizando residuos
agroindustriais gera novas alternativas para as industrias, obtendo-se produtos que podem ser

utilizados na area de alimentos, farmacéutica, cosmética e também na biorremediacéo.
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RESUMO

Quitina e quitosana sao polissacarideos abundantes e amplamente distribuidos, encontrados
em invertebrados e parede celular fangica, que apresentam propriedades peculiares que
permitem a sua aplicacdo na remoc¢do de residuos, degradagcdo de corantes, produgdo de
filmes biodegradaveis, fabricacdo de embalagens e cosméticos. O presente estudo teve como
finalidade obter e caracterizar quitina e quitosana através de um isolado de Cunninghamella
elegans UCP/WFCC 0542, cultivada em meio composto por sais inorganicos e residuos
agroindustriais como substratos. Os resultados obtidos sdo compativeis com os relatos da
literatura onde em relacdo a quitina, a ocorréncia das bandas amidas esta na faixa de 1600 a
1400 cm™ e quanto & quitosana as bandas sdo evidenciadas na faixa de 1900 a 1400 cm™,
comprovando que C. elegans é um micro-organismo altamente viavel para a producdo de

biopolimeros em meio de baixo custo.
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INTRODUCAO

A quitina é um polimero linear, natural e insollvel, que apresenta o mesmo tipo de
unidade monomérica B-1,4-N-acetil-D-glicosamina e, com excecdo da celulose, € o
polissacarideo mais abundante e largamente distribuido, servindo como elemento estrutural
encontrado especialmente em animais invertebrados e na parede celular de fungos,
principalmente os pertencentes & ordem Mucorales. A quitosana é um co-polimero derivado da
N-desacetilacdo da quitina, podendo o grupo N-acetil sofrer varios graus de desacetilacéo,
gerando assim diversos derivados da quitosana. A quitosana € caracterizada de acordo com o
seu nivel de desacetilacdo e massa molar, uma vez que essas caracteristicas podem
influenciar na degradabilidade e na hidrélise de polissacarideos™®.

A quitina e a quitosana apresentam propriedades peculiares, podendo ser utilizadas com
sucesso em uma grande variedade de aplicagdes, tais como na remocao e recuperagédo de
diferentes residuos, na biotransformacdo de pesticidas, na degradagdo de corantes,
aminoacidos e proteinas. A quitosana pode ainda ser utilizada como clareador em sucos e na
producéo de filmes biodegradaveis para fabricacio de embalagens e cosméticos**.

Comercialmente, a quitosana € obtida através da desacetilagdo quimica da quitina de
crustaceos através de tratamentos alcalinos. A quitosana crustacea € inconsistente nas suas
propriedades fisico-quimicas devido a variabilidade das matérias-primas, a dureza dos
processos de isolamento e conversdo, os efeitos corrosivos dos produtos quimicos utilizados
no processo de isolamento, a variabilidade nos niveis de contaminacdo de proteina e
desacetilacdo®. A quitina e quitosana flungica torna-se atrativa, pois os seus produtos
especificos podem ser obtidos sob condi¢des padronizadas através da manipulacéo cuidadosa
das variaveis de crescimento, tais como o pH, composicdo do meio de cultivo e tipo de
fermentacdo’®*®. Outro fator a ser considerado é custo de obtencdo destes polimeros. Neste
contexto, a utilizacdo de subtratos agroindustriais aparece como uma alternativa viavel, uma
vez que torna a producdo econdmica. Entre as fontes renovaveis obtidos a partir de
agronegécio, a milhocina é sem duvida um dos produtos mais utilizados o qual é eficaz como
uma fonte de Nitrogénio em varios processos fermentativos na obtengcdo de insumos de alto

valor agregado™®*"*8,

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo: O micro-organismo utilizado no experimento foi o fungo filamentoso

Cunninghamella elegans UCP 0542, disponivel no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas



Souza, D. G. Producéo de quitina, quitosana e biossurfactante... 56

em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia, NPCIAMB, UNICAP, PE, Brasil, registrada na World
Federation of Culture Colletion-WFCC.

Meio de manutenc&o: Agar Sabouraud, composto por Peptona — 10g/L, Glicose — 40g/L e
Agar — 15g/L; pH 5,5; esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos e posteriormente
distribuido em placas de Petri.

Substratos: Foram utilizados como substratos o 6leo de soja pés-fritura e milhocina — residuo

obtido do beneficiamento do milho, cedido pela empresa CornProducts, Brasil.

Condi¢cdes de Cultivo: O cultivo para produgdo de quitina e quitosana por C. elegans foi
realizados em 4 frascos Erlenmeyeres de capacidade 500 ml contendo 200 ml do meio basico
(NH4NO3 - 1 g/L; KH,PO, - 0,2 g/L; MgS0O,.7H,O - 0,2 g/lL e &cido glutamico —10 g/L)
suplementado com 2,75% de 6leo de soja pos-fritura e 2,15% de milhocina'®. O pH inicial do
meio de cultivo foi ajustado para 5,5, e esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. Em
seguida, aliquotas (2mL) da suspensdo de esporos contendo 10’ esporangiolos/mL foram
inoculadas nos Erlenmeyers. As amostras foram mantidas sob agita¢éo orbital de 150 rpm, por

96 horas a temperatura de 28°C.

Extracdo de Quitina e Quitosana: Para a extracdo dos polissacarideos, foi utilizada a
biomassa seca em estufa a 50° de C. elegans UCP/WFCC 0542, de acordo com a metodologia
de Jin Hu et al.”®. A biomassa, adicionada a uma solucdo de NaOH 1M foi autoclavada a
121°C para a quebra da parede celular fungica, e posteriormente centrifugado a 4000 rpm por
15 minutos a 10°C. O residuo foi adicionado a uma solucéo de Acido Acético 2% e autoclavado
em Vapor Fluente a 100°C. Depois de centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos a 10°C, foi
separada a quitina do sobrenadante. A quitina extraida foi lavada com agua destilada gelada
até sua neutralizacdo de pH e depois, colocada em placa de petri para secagem. O
Sobrenadante foi alcalinizado em pH 9 e mantido na geladeira por 24h para precipitacdo da
guitosana. Posteriormente, o residuo foi separado do sobrenadante através de centrifugagéo a
4000 rpm por 15 minutos a 10°C. A quitosana foi lavada até sua neutralizagdo de pH e depois,

colocada em placa de petri para secagem.

Caracterizacdo de Quitina e Quitosana: A caracterizacdo da quitina e quitosana obtidas da

massa micelial de C. elegans foi submetida & andlise por espectroscopia de infravermelho, em
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pastilhas de KBr, utilizando-se espectrofotbmetro com transformada de Fourier (FTIR),
BRUKER Mod. IFS 66. O grau de desacetilacdo da quitina e quitosana microbiolégica foi
determinado usando a espectroscopia de infravermelho, utilizando a razdo da absorbancia
A1665/A3450, calculado de acordo com a seguinte equacao:

GD(%)=(A1655/A3450) x 100/1.33

RESULTADOS E DISCUSSAO

C. elegans produziu 8.12 g/L de biomassa seca usando meio basico contendo sais,

suplementado com 10g/L de &cido glutamico, 2,75% de 6leo de soja pés-fritura e 2,15% de
milhocina. Santos et al.® conseguiu produzir 16,95 g/L de biomassa seca utilizando 0 mesmo
micro-organismo crescido em meio contendo milhocina suplementado com aminoacidos. No
entanto, o alto custo para suplementar o meio com aminoacidos justifica este estudo para
escolher o melhor meio de obtengdo microbioldgica, sendo mais barato que a quitosana
crustacea.
Na figura 01, a analise espectrofotométrica por FT-IR mostra a quitosana comercial e a
microbiolégica e seus graus de desacetilacdo, determinado pela porcentagem de grupos
aminas livres no carbono 2 nos residuos. A andlise por FT-IR estimou que a quitosana
microbiologica apresenta um grau de desacetilacdo de 87,44% e a quitosana comercial um
grau de desacetilacdo de 78,52%. As regides mais significativas dos espectros sdo aquelas
que revelam bandas amida em 1665, 1555 e 1313 cm™ as quais mostram dicroismo
perpendicular atribuido, respectivamente, a interacao de acoplamento com C=0, a deformacao
de N- H no plano CONH e a ligacdo CN com deslocamento de CH2. A presenca de picos
caracteristicos na quitosana microbioldgica estimula a sua produ¢do com potencial comercial
por fontes alternativas nutricionais associadas com outras variaveis testadas neste trabalho.

A figura 02 mostra a caracterizacao fisico-quimica da quitina obtida de C. elegans por
espectroscopia de infravermelho. As caracteristicas mais importantes obtidas para quitina de C.
elegans s&o as bandas amida entre 1600 a 1400 cm™. Em relago a quitosana, as bandas mais
caracteristicas est&o entre 1900-1400cm™,

Os dados obtidos neste estudo condizem com os encontrados na literatura quando se
comparam com o0s espectros de infravermelho, tanto para a quitina e quitosana obtidas por via

% onde Mucor circinelloides

microbiologica. Resultados similares foram obtidos por Fai et al.,
apresentou espectros nas bandas amida para quitina e quitosana de aproximadamente 1665,

1555 e 1313 cm™ e quitina de C. elegans mostra bandas na regido amida Il em 1153, 1378, e
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1558 cm™. Santos et al.,* também reporta resultados similares na obtencéo de quitosana por C.

elegans utilizando meio de cultivo contendo milhocina como substrato.

Figura 01: Analise comparativa por FT-IR do espectro entre quitosana cruscacea (grau de

desacetilacao de 78,52%) e quitosana de C. elegans (grau de desacetilacéo de 87,44%)
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Figura 02: Espectroscopia de Infravermelho de quitina extraida da massa micelial de

Cunninghamella elegans UCP 542
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CONCLUSOES

Cunninghamella elegans é um fungo filamentoso onde a obtengcdo de biopolimeros
quitina e quitosana se mostra altamente viavel através de cultivos em meio de baixo custo. Os
resultados para caracterizacdo de quitina e quitosana por C. elegans UCP 542 condizem com

0s reportados na literatura por fungos filamentosos da ordem Mucorales quando produzidos em

meio contendo substratos agroindustriais.
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Resumo: Biossurfactantes sdo metabdlitos de origem microbiana que exibem propriedades tenso-
ativas e possuem elevada capacidade emulsificante, podendo ser aplicados em diversos setores como
indUstria farmacéutica, indUstria alimenticia e biorremediacdo. Neste trabalho foi avaliado o potencial
biotecnoldgico do fungo filamentoso Cunninghamella elegans na producdo de biossurfactante
utilizando meio béasico, com milhocina e dleo pos-fritura como fontes de carbono e nitrogénio. A
producdo foi realizada em 200 mL do meio de cultura, pH 5,5, com 1% de indculo de 10’
esporangiolos/mL, mantidos a 150 rpm, por 96 horas, a 28°C. As propriedades surfactantes foram
avaliadas através da determinacdo da tensdo superficial e indice de emulsificacdo do liquido
metabolico, livre de células. A estabilidade do biossurfactante foi avaliada com amostras retiradas no
tempo 96h, através da reducdo da tensdo superficial do liquido metabdlico, em diferentes
temperaturas, em diferentes pH e diferentes concentracfes salinas. A aplicacdo na biorremediacdo
utilizou solo arenoso contaminados por petroleo e derivados. Os resultados demonstram que C.
elegans é capaz de reduzir a tensdo superficial do meio para 28 mN/m™, mantendo-se estavel em
condicBGes ambientais adversas e satisfatéria aplicacdo na biorremediacdo de solo contaminado. Tais
resultados demonstram o elevado potencial biotecnolégico de C. elegans na producdo de
biossurfactante, considerando sua estabilidade e aplicabilidade.

Palavras-chaves: biossurfactante; fungo filamentoso; Cunninghamella elegans; biorremediacdo

1. Introducgéo

A grande preocupacdo mundial nas dltimas décadas é a liberagdo em grandes quantidades de hidrocarbonetos
para 0 meio ambiente, proveniente de atividades industriais e em especial, 0s desastres petroliferos. Ao longo dos
anos, diversas técnicas (fisicas, quimicas e biologicas) vém sendo desenvolvidas para retirada do petréleo derramado
ou para reducéo de seus efeitos sobre o ecossistema [01-03]. Neste contexto, 0s biossurfactantes vém sendo testados
em aplicagdes ambientais tornando a biorremediagdo uma opc¢éo atraente na degradacgdo de petroleo, pois, sendo um
processo natural, apresenta vantagens sobre outros métodos de tratamento, com perturbagcdo ambiental minima,
sendo muitas vezes mais baratas e mais seguras [04-08]. Os biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos por uma
grande variedade de bactérias, leveduras e fungos filamentosos e possuem caracteristicas de detergéncia,
emulsificagdo, solubilizacdo, diminuicdo da tensdo superficial e interfacial, disperséo de fases, biodegradabilidade e
baixa toxicidade [02, 03, 08-11]. Pela sua variada aplicacdo, a demanda mundial por surfactantes vem crescendo
muito ao longo das Ultimas décadas, tendo 13 milhdes de toneladas produzidas em 2008 e uma estimativa de que em
2018 sejam produzidas aproximadamente 476 milhdes de toneladas, com um valor estimado em $2,2 bilhdes de
dolares, segundo Reis et al., [12].



Souza, D. G. Producéo de quitina, quitosana e biossurfactante... 64

Embora bactérias e leveduras sejam os produtores mais explorados devido a sua velocidade de crescimento e
adaptagdo, os bioprodutos flingicos vem sendo amplamente utilizados em diversas areas tais quais a industria
alimenticia e farmacéutica. Nas Ultimas decadas, o potencial biotecnolégico dos fungos filamentosos vem sendo
explorado visando melhoria nos processos produtivos. Géneros como Aspergillus, Penicillium, Mucor, Fusarium,
Cunninghamella e Rhizopus séo os principais representantes em se tratando de producédo biotecnolégica na obtencédo
de bioprodutos [13-19]. A fim de minimizar os custos da producéo, substratos como os residuos e rejeitos industriais
e agroindustriais vem sendo utilizados como excelentes fontes nutricionais. Tal pratica, além de tornar a producéo
economicamente viavel, proporciona uma destinacdo mais adequada a esses rejeitos, minimizando assim o impacto
ao ambiente. [20-24].

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico da espécie fungica Cunninghamella
elegans UCP/WFCC 0542 na producdo de biossurfactantes utilizando fonte nutricional meio bésico suplementado
com milhocina e 6leo de soja pos-fritura.

2. Material e Métodos
2.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado nos experimentos foi o fungo filamentoso Cunninghamella elegans UCP/WFCC
0542 isolado do manguezal pernambucano e disponivel no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais e Biotecnologia NPCIAMB — UNICAP — PE. O micro-organismo foi mantido em meio Agar
Sabouraud, composto por peptona — 10g/L, glicose — 40g/L e &gar — 15¢/L; pH 5,5; esterilizado em autoclave a 121
°C por 20 minutos, distribuido em placas de Petri e incubados a 28 °C.

2.2. Substratos utilizados

Foram utilizados como substratos, 6leo de soja pés-fritura, cedido pelo Restaurante Galinha de Cabidela (BR
232, KM 75, Gravatd — PE) e milhocina — residuo obtido do beneficiamento do milho, cedido pela empresa
CornProducts Brasil.

2.3. Inéculo

Foi preparada uma suspensdo de esporos em agua destilada previamente esterilizada em autoclave, contendo
uma concentragdo aproximada de 10" esporangiolos/mL. Os esporangiolos foram contados por microscopia dptica,
utilizando um hemocitémetro.

2.4. Condices de Cultivo

Os cultivos para produgdo de biossurfactante por C. elegans foram realizados em 12 frascos Erlenmeyers de 250
mL de capacidade contendo 100 mL de meio basico composto por sais (NH*NO® - 1 g/L; KH?PO* - 0,2 g/L;
MgSO*.7H?0 - 0,2 g/L e é4cido glutamico — 10 g/L) suplementado com éleo de soja pés-fritura e milhocina de
acordo com o planejamento do tipo Delineamento Central Composto Rotacional de dois niveis, descrito na tabela 1.
O pH inicial dos meios de culturas foi ajustado para 5,5 e esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 minutos. Em
seguida, foi inoculado um volume da suspensao de esporos equivalente a 1% do total do meio de cultura nos frascos,
que foram mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm, por 96 horas a temperatura de 28 °C. Passado esse periodo, as
amostras foram filtradas e centrifugadas a 4000 rpm, a temperatura de 10 °C, durante 15 minutos. A biomassa foi
liofilizada para determinacdo do peso seco e o sobrenadante submetido as analises de tensdo superficial, indice de
emulsificagdo, pH, estabilidade, fitotoxicidade, remocdo de derivados de petroleo, precipitagdo por solvente
organico, determinacdo da carga ibnica e composic¢ao bioquimica preliminar.

2.5. Planejamento experimental

Foi realizado um planejamento experimental do tipo delineamento central composto rotacional (DCCR) de dois
niveis, com 8 ensaios sendo 4 repeticdes no ponto central. Os resultados dos efeitos das varidveis independentes
(milhocina e 6leo de soja pds-fritura) sobre a varidvel resposta tensao superficial foram analisados pelo software
STATISTICA versdo 7.0 da StatSoft®. A tabela 1 apresenta os niveis e as concentragfes para as varidveis
independentes milhocina e 6leo de soja pés-fritura do planejamento.
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2.6. Determinacgdo da tenséo superficial e CMC

Os liquidos metabdlicos livres de células, contendo o biossurfactante ap6s 96 horas de cultivo, foram submetidos
a determinagdo da tensdo superficial, através de um tensidmetro automatico (modelo Sigma 70-KSV Ltd. Finland)
utilizando-se o anel de Du Nouy, através de sua imersdo no liquido, registrando-se a forga requerida para puxa-lo
através da interface ar-liquido, de acordo com Kuyukina et al., [25]. A concentragdo de mondmeros de
biossurfactante capazes de juntar-se e formar micelas é chamada de concentracdo critica micelar (CMC), onde de
acordo com a concentracdo pode ser observado mudancas na tensdo superficial do tensoativo. A CMC do
biossurfactante foi determinada através da determinacdo da tensdo superficial da dgua destilada contendo diferentes
concentragdes do biossurfactante isolado até obtencéo de um valor de tensdo superficial constante.

2.7. Indice de emulsificagio

O sobrenadante foi analisado segundo o método de Cooper e Goldenberg, [26]. Foram adicionados 2,0 mL do
liquido metabolico isento de células a 1,0 mL de petréleo bruto, 6leo queimado de motor, 6leo diesel, querosene,
6leo de milho e dleo de canola em tubos de ensaio, a mistura foi agitada em vértex por 2 minutos em sua velocidade
maxima. Apos 24 horas de repouso, das emulsdes formadas, foi calculada a altura da emulséo pela altura total da
mistura multiplicado por 100, sendo o indice de emulsificagdo expresso em porcentagem.

2.8. Estabilidade

A estabilidade do biossurfactante produzido na condi¢do selecionada no DCCR proposto foi avaliada pela
determinagdo da tensdo superficial do liquido metabolico livre de células, em duas temperaturas (100 °C em vapor
fluente, e 121 °C sob pressdo); em diferentes concentracfes de pH (2, 4, 6, 7, 8, 10, 12 e 13) e em diferentes
concentragdes de NaCl (2, 2,5, 4, 5, 10 e 20%) de acordo com as metodologias propostas por Barros et al., [27] e
Felix, [28]. A determinacéo do pH foi obtida por potenciometria (potencidmetro digital Quimis Mod. 400 A). Todos
os ensaios foram realizados em triplicata, sendo o resultado final expresso pela média aritmética dos resultados
obtidos.

2.9. Aplicacdo na remocao de derivados de petrdleo

Os ensaios para remogdo de derivados de petréleo foram realizados em Erlenmeyeres de 125mL contendo solo
arenoso, coletado da praia de Boa Viagem (Recife, PE), contaminado artificialmente por petréleo, querosene, éleo
diesel e 6leo queimado de motor, respectivamente. Foram utilizados 50g de solo arenoso (Granulometria: Abert 100
— ABNT 18 — Tyler Mesh 16), acrescidos de 5mL do contaminante, com adi¢cdo de 50mL da solucdo de
biossurfactante. Agua destilada foi utilizada como controle na mesma proporgdo da solugdo de biossurfactante. Os
frascos foram mantidos sob agitagdo orbital por 72h a 28°C, de acordo com o que foi proposto por Santos et al.,
[29]. Posteriormente, as amostras de solo foram separadas da solucdo de biossurfactante e agua destilada por
centrifugacdo a 4000 rpm e a quantidade de éleo removido determinado por gravimetria. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata, sendo o resultado final expresso pela média aritmética dos resultados obtidos.

2.10. Isolamento

O biossurfactante foi isolado através da técnica de precipitagdo por solvente organico. Foi adicionado etanol na
proporcdo de 2:1 (solvente:soluto) e o material mantido em repouso por 24h em 4°C. Apds esse periodo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado centrifugado a 4000 rpm, & temperatura de 10 °C, durante 30 minutos.
Posteriormente, o extrato bruto foi re-suspenso duas vezes com etanol gelado, centrifugado e liofilizado, de acordo
com a metodologia utilizada por Bueno [30]. O rendimento do biossurfactante pré-purificado foi expresso em g/L™.

2.11. Composicao Biogquimica e determina¢do da carga idnica

O biossurfactante isolado na melhor condicdo do planejamento foi caracterizado quanto a sua composi¢do
bioguimica através da determinacdo do indice de proteinas de acordo com o kit Labtest (Brasil), os carboidratos
foram quantificados de acordo com a metodologia de Dubois et. al., [31], utilizando fenol acido-sulfirico e os
lipidios foram quantificados pela metodologia de Manocha et al., [32] utilizando extragdo por cloroformio e
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metanol. A carga i6nica do biossurfactante foi determinada utilizando aparelho potencial Zeta modelo ZM3-DG,
Zeta Meter System 3.0+, com imagens diretas para o video do Medidor Zeta, San Francisco, CA, EUA.

2. 12. Teste de fitotoxicidade

A toxicidade do biossurfactante foi avaliada através de ensaios de germinacdo e crescimento de raiz em sementes
de repolho popularmente conhecido como ‘“repolho chato de quintal” (Brassica oleracea var. capitata). Foi
preparado uma solucdo do biossurfactante em agua destilada contendo duas contracdes (1g/L e 2,5¢/L), em
contrapartida, foi utilizado solucbes de Triton-X nas concentracdes de 1% e 2,5% como controle negativo e agua
destilada como controle positivo. Os ensaios foram realizados em placas de petri de 9cm forradas com papel filtro
Whatman n °. 1 previamente esterelizadas, a sementes foram tratadas previamente utilizando uma solucdo de
hipoclorito de sddio 1% e posteriormente, 10 sementes foram inoculadas em cada placa de Petri contendo 5mL da
solugdo de biossurfactante, Triton-X100 e agua destilada. Ap6s um periodo de incubagdo de 96h a 28°C no escuro,
as placas foram retiradas e foi realizada a contagem de germinacéo de sementes, alongamento das raizes e indice de
germinacdo de acordo com a metodologia proposta por Tiquia et al. [33], onde:

Germinacdo de sementes (%) = (nimero de sementes germinadas no teste/ndmero de sementes germinadas no
controle) x 100

Crescimento da raiz (%) = (comprimento radicular do teste/comprimento radicular no controle) x 100

indice de germinagéo (%) = [(%Germinacao de sementes) X (%Comprimento da raiz)]/100

3. Resultados e Discussao
3.1. Tens&o superficial e CMC

A tensdo superficial € um dos critérios mais utilizados na selecdo de micro-organismos produtores de
biossurfactantes. O estudo dessa propriedade é fundamental, uma vez que é através da reducdo da tensdo superficial
que se da a formacao de micelas, capazes de se agregar a particulas oleosas fazendo com que estas se dispersem. Um
biotensioativo eficiente pode reduzir a tenséo superficial entre a 4gua pura e o ar de 72 mN/m™ para valores abaixo
de 35 mN/m™ [03, 34-37]. A tabela 1 apresenta os resultados obtidos na analise da tensdo superficial e indice de
emulsificagdo do liquido metabolico livre de células, produzido por C. elegans UCP 0542 no planejamento DCCR.

Tabela 1. Tens&o Superficial de acordo com o planejamento DCCR 22 utilizando C. elegans UCP/WFCC 0542
apos 96 horas de cultivo.

Componentes meio de cultura Tensao superficial
Condig0es Milhocina (%) Oleo pos-fritura (%) mN/m™
01 -1 -1 31,70
02 -1 +1 29,10
03 +1 -1 29,50
04 +1 +1 29,00
05 -1,41 0 28,50
06 +1,41 0 31,50
07 0 -1,41 31,90
08 0 +1,41 28,20
09 0 0 29,10
10 0 0 28,70
11 0 0 29,20
12 0 0 29,20

Concentracéo de milhocina (% v/v): -1,41 (0,46 mL); -1 (0,3 mL); 0 (2,15 mL); +1 (4 mL); +1,41 (4,76 mL)
Concentragéo de 6leo de soja pds-fritura (% v/v): -1,41 (0,28 mL); -1 (1 mL); 0 (2,75 mL); +1 (4,5 mL); +1,41 (5,22 mL)

A condicdo 08 (milhocina 2,15% e 6leo pds-fritura 5,22%) foi considerada a melhor atividade tensoativa, sendo
capaz de reduzir a tensdo superficial da agua de 72 mN/m™ para 28,2 mN/m™. O tempo zero nas condicdes
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estudadas foram em torno de 38 mN/m™. Este fato j4 demonstra que o micro-organismo selecionado tem um bom
potencial produtor de biossurfactante de interesse comercial.

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com os recentes avancos na utilizacdo de fungos
filamentosos: Qazi et al., [17] reportaram a obtencdo de um biossurfactante utilizando Fusarium sp. em meio
mineral e 6leo vegetal, onde a reducdo da tensdo superficial foi de 32 mN/m™. Andrade Silva et al., [38] utilizando
Cunninghamella echinulata foi capaz de reduzir a tensdo superficial do meio para 36 mN/m™ utilizando residuos
como milhocina e 6leo de fritura como fontes adicionais de carbono e nitrogénio. A capacidade de reduzir a tensdo
superficial depende da concentracdo do composto especifico com atividade de superficie, ou seja, a CMC que é
definido como a concentragcdo minima do biossurfactante necessaria para que aconteca a redugdo maxima da tensao
superficial da agua e iniciar a formagdo de micelas [38]. Neste estudo, a tensdo superficial da agua foi capaz de
baixar gradualmente a medida que aumentou-se a concentragdo de biossurfactante na solu¢do. Concentragdes a
partir de 0,01g/L foram testadas, e a menor reducdo da tensdo superficial foi obtida na concentragdo de 0,1g/L onde
a partir deste ponto manteve-se constante, como mostra a figura 01.

Tensdo Superficial
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Figura 1. Concentragdo micelar critica do biossurfactante produzido por C. elegans UCP 0542
3.2. Andlise estatistica:

A tabela 2 mostra a anélise de varidncia (ANOVA) dos efeitos das varidveis independentes e dependentes
obtidas no segundo delineamento central composto rotacional de 22. Os dados obtidos foram estatisticamente
satisfatdrios apresentando significancia quando analisados no nivel de confianga de 95%, apresentando baixo erro
puro de 0,0566667 resultando em um satisfatério coeficiente de regressdo de 0,91764. O diagrama de pareto (figura
2) evidencia os dados apresentados pela ANOVA, mostrando os efeitos e interagdo das varidveis independentes
milhocina e 6leo de soja de fritura para a variavel resposta tensdo superficial do liquido metabdlico isento de células,
produzido por C. elegans. Os efeitos estimados sdo estatisticamente significativos quando estdo a direita da linha
tracejada vertical (P = 0,05).

Tabela 2. ANOVA obtida a partir do segundo delineamento central composto rotacional 22 para interacéo das variaveis independentes
(milhocina e dleo de soja pos-fritura) e variavel dependente (tensdo superficial)

Efeito Soma quadratica Graus de liberdade Média Quadratica F P
(2)Milhocina(L) 1,02652 1 1,02652 18,1150 0,023779
Milhocina(Q) 10,40400 1 10,40400 183,6000 0,000869
(2)Oleo pos fritura(L) 1,55255 1 1,55255 27,3980 0,013570
Oleo pés fritura(Q) 1,02400 1 1,02400 18,0706 0,023857
1L x 2L 1,10250 1 1,10250 19,4559 0,021620
Falta de ajuste 1,35093 3 0,45031 7,9466 0,061268
Erro puro 0,17000 3 0,05667
Total 18,46667 11

ANOVA,; Var.:Tensédo Superficial; R2=,91764; Adj:,84901 2 fatores, 1 Bloco, 12 Ensaios; Média quadratica Erro
puro=,0566667

A andlise do diagrama de Pareto, ilustrado na figura 2, confirma que a milhocina teve um efeito positivo
significativo na produgdo do biossurfactante e o 6leo de fritura apresentou um efeito negativo na interagdo
quadratica enquanto as varidveis apresentaram efeitos negativos na interagdo linear. A combinacdo das varidveis
apresentou efeitos satisfatdrios para variavel resposta tensdo superficial. O Gréafico de Superficie, apresentado na
figura 4 evidenciam os dados obtidos no Diagrama de Pareto.



Souza, D. G. Producéo de quitina, quitosana e biossurfactante... 68

Figura 2. Diagrama de Pareto para planejamento DCCR 22 com duas variaveis independentes (1) milhocina (2) 6leo de soja pds-
fritura, tendo como variaveis resposta tensao superficial.

Embora os dados apresentem significancia dentro dos niveis de confianca e o coeficiente de regressdo esteja
acima de 0,9, uma otimizacdo dos processos produtivos se faz necessaria a fim de melhorar a interacdo das variaveis
independentes.

3.3. indice de emulsificagio

Emulsificacdo é a dispersdo de um liquido em outro, consistindo em gotas microscépicas que variam de tamanho
entre 0,1 e 100nm de didmetro. Geralmente, quanto menor o didmetro das goticulas, mais estavel serd a emulsao
formada [39]. A capacidade de estabilizar emulsbes é também um pardmetro importante, utilizado para observar a
atividade emulsificante de biossurfactante. Substancias que apresentam essa capacidade tém importancia relevante
na composicdo de produtos alimenticios, detergentes ou mesmo na utilizacdo em biorremediacdo [40]. No presente
estudo foi utilizado petréleo bruto, éleoc queimado de motor, éleo diesel, querosene, dleo de milho e éleo de canola
como substratos hidrofobicos para avaliar a capacidade de emulsificacdo do agente surfactante produzido por C.
elegans UCP 0542. Os resultados estdo expressos na figura 03.
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Figura 03: Indice de emulsificagio obtido pelo biossurfactante produzido por C. elegans UCP 0542

Os resultados apresentados na figura 03 demonstram que o biossurfactante produzido por C. elegans foi capaz de
emulsionar o petréleo bruto em aproximadamente 100%, o 6leo diesel e querosene foram capazes de formar
emulsBes proximos de 60%, o 6leo queimado de motor foi capaz de formar emulsdo em torno de 42% enquanto que
0s 6leos vegetais apresentaram baixa formagdo de emulsdo. Qazi et al., [17], obtiveram indice de emulsificagdo de
aproximadamente 71% utilizando querosene como substrato hidrofébico para Fusarium sp. Andrade Silva et al.,
[38], obtiveram resultado similar ao utilizar dleo queimado de motor para C. echinulata, conseguindo um indice de
emulsificacdo proximo a 80%. E notavel que substratos derivados de petréleo apresentam maior capacidade de
formar emulsdes, 0 que pode ser explicado pela afinidade do biossurfactante pelos substratos de cadeias estruturais
mais complexas. Demais literaturas exaltam a capacidade emulsificante de fungos filamentosos como Aspergillus
sp. e Trichoderma sp. através da analise de sua atividade de emulsificagdo. Estudos como o de Castiglioni et al., [18]
e Colla; Hemkemeier; Gil [41] sdo importantes para demonstrar a capacidade das espécies filamentosas dentro da
biotecnologia na producdo de biossurfactantes, que pode ser equiparada a capacidade produtiva de leveduras e
bactérias.

3.4. Estabilidade
De acordo com Mulligan [42], fatores ambientais como salinidade e temperatura influenciam diretamente na

atividade e na estabilidade de um biossurfactante. Consequentemente, é de fundamental importancia o estudo da
influéncia desses parametros ao se considerar a possibilidade de aplicagdes especificas para esses compostos. O
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estudo de estabilidade foi realizado quanto a capacidade do biossurfactante manter suas propriedades frente a
condicbes ambientais adversas tais como variacdo de temperatura, pH e forca ionica. O biossurfactante produzido
por C. elegans UCP/WFCC 0542 foi testado utilizando a condicdo do planejamento fatorial que demonstrou a
menor reducdo da tensdo superficial.

Os resultados mostraram que o biossurfactante apresentou estabilidade na maioria das condicfes propostas
mantendo-se abaixo de 40mN/m™. Em relagdo & mudanca de pH, o menor resultado da tenséo superficial foi de 34,6
mN/m para pH 13, apresentando precipitacdo nas condi¢cdes de pH 12 e 13. Em relacdo a variacdo da concentracédo
de salinidade, o biossurfactante se manteve estavel na concentracdo mais baixa de NaCl, com tensdo superficial de
30,4 mN/m. Com relacdo a temperatura, o biossurfactante manteve-se estavel as altas temperaturas, com tenséo
superficial em 32,1 mN/m quando submetido a 100°C, e 30,4 mN/m quando submetido a 121°C. Tais resultados
podem ser observados na figura 4a, 4b e 4c.

Andrade e Silva et al., [38] produziram um biossurfactante utilizando o fungo filamentoso C. echinulata em
condicdes similares ao presente estudo, que se mostrou estavel em condi¢Ges diferentes de temperatura, salinidade e
pH. Também foi reportado por Andrade e Silva et al., [38] a precipitacdo em pH 12, que pode estar relacionado com
a desnaturacdo de proteinas, de acordo com Ghurye et al., [43]. Comportamentos similares em relacéo a estabilidade
também foram reportados por Quazi et al., [17] e Luna et al., [44] para biossurfactantes flngicos produzidos em
meios contendo residuos agroindustriais.
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Figura 4. Estudo de estabilidade do biossurfactante produzido por C.Aglﬂez-gléns UCP/WFCC 0542: a — tolerancia a pH; b — tolerancia a forca
idnica; c — tolerancia a temperatura

3.5. Aplicacdo na remocao de derivados de petrdleo

Biosurfactantes possuem habilidade de emulsificar hidrocarbonetos aumentando a solubilidade da agua,
reduzindo a tensdo superficial e aumentando a dispersdo de substancias oleosas em particulas de solo [45-48]. As
amostras de solo artificialmente contaminadas foram submetidas a dois tratamentos: o liquido metabdlico livre de
células contendo o biossurfactante apds 96h de cultivo e 4gua destilada (controle). Os resultados obtidos nos ensaios
para remocdo de derivados de petr6leo em solo estdo descritos na figura 5.
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Figura 5. Ensaio de remocéo de derivados do petréleo por biossurfactante de C. elegans UCP/WFCC 0542

Todos os ensaios apresentaram resultados satisfatorios na aplicacdo de biossurfactante em solo contaminado em
relagdo as amostras controle, apresentando percentual de remogéo acima de 50% em 6leo queimado de motor, acima
de 70% para petrdleo bruto e querosene e aproximadamente 90% de remoc¢do em 6leo diesel, devido possivelmente
ao fato de querosene e dleo diesel serem substancias menos viscosas, o que torna sua solubilizacdo mais facil que o
petroleo bruto em si. Resultados similares foram reportados por Sobrinho et al., [49] e Luna et al., [50] utilizando
biossurfactante de Candida sphaerica capaz de remover entre 55% a 95% de 6leo queimado de motor em solo
arenoso. Silva et al., [51] utilizou o biossurfactante de Candida lipolytica e obteve remogéo de 70 ,5% a 92,3% de
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o6leo queimado de motor em solo arenoso. Coimbra et al., [48] e Luna et al., [44] obtiveram resultados satisfatorios
utilizando biossurfactantes obtidos de espécies de Candida lipolytica, com 86,2% e Candida sphaerica com 95% de
remocao de 6leo queimado de motor em solo arenoso, respectivamente.

3.6. Isolamento

O biossurfactante foi obtido através da precipitacdo por solvente organico e o seu rendimento determinado por
analise gravimétrica ap6s a secagem por liofilizacdo. O rendimento do biossurfactante foi de 1,1304 g/L™*. Qazi et
al., [17] utilizando sistemas de isolamento por solventes organicos obteve rendimentos em torno de 2 e 3 g/L™
utilizando Fusarium sp., enquanto Andrade e Silva et al., [38] obteve rendimento em torno de 4 g/L™ para C.
echinulata.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que melhores resultados nas propriedades surfactantes
bem como o rendimento do bioproduto podem ser obtidos através de uma otimizag&do nos processos produtivos.

3.7. Composicéo Biogquimica e carga idnica

O biossurfactante isolado e pré-purificado de C. elegans UCP/WFCC 0542 foi submetido a determinacéo e
quantificacdo bioquimica. A caracterizacdo preliminar da composi¢do bioquimica na concentragdo de 0,1 mg/mL
apresenta em sua composi¢do aproximadamente 66,6% de proteinas, 14,4% de lipideos e 19% de carboidratos,
sugerindo que o isolado pertenca ao grupo dos lipopeptideos ou lipoproteinas. O biossurfactante apresentou perfil
anibnico quando analisado por Zeta meter com —37.0 ZPmv, 164.2 uS/cm a 24.4 °C, em escala total. Resultados
similares foram relatados por Rufino et al., [46] quando analisados a composi¢do preliminar de um biossurfactante
do tipo lipoproteina aniénico produzido por Candida lipolytica UCP/WFCC 0988.

3.8. Teste de fitotoxicidade

O biossurfactante de C. elegans foi testado para toxicidade em ensaio bioldgico de curto prazo utilizando
sementes de repolho (B. oleracea), onde os resultados obtidos indicaram a sua baixa toxicidade. Tiquia et al., [33]
estabeleceram que um valor acima de 80% para indice de germinacdo (IG) tem sido utlizado para indicar o
desaparecimento de fitotoxicidade. Neste contexto, os resultados apresentados na figura 06 demonstram valores
elevados nas duas concentragdes de biossurfactantes testadas em germinacdo, crescimento de raiz e indice de
germinacdo. Em contrapartida, os ensaios realizados com Triton-X apesar de ter apresentado germinacdo de
sementes, 0 percentual de crescimento da raiz e indice de germinagéo séo praticamente insignificantes.
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Figura 06: Teste de fitotoxicidade do biossurfactante produzido por C. elegans em diferentes condicoes

Valores acima de 100% obtidos neste estudo referentes ao indice de germinacdo (139,12% na concentracao
CMC e 158,96% para concentracdo 2X CMC) podem ser justificados pelo fato do biossurfactante conter em sua
composicao proteinas, lipideos e carboidratos em grandes quantidades, servindo de nutriente para o crescimento das
sementes, diferente da gua utilizada como controle positivo que apresenta sais minerais em baixas quantidades. Ja
em relacdo as condic@es tratadas com Triton-X, foi observado uma diminuicéo na taxa de germinacéo e no tamanho
das raizes a medida que se aumentou a concentracdo da solucgdo, sugerindo que Triton-x é altamente toxico para
ensaios biologicos. Resultados similares foram reportados por Luna et al [50] e Sobrinho et al., [49] para o
biossurfactante produzido por C. sphaerica.

4. Conclusdes

Cunninghamella elegans é capaz de produzir biossurfactante em presenca de dleo pés-fritura e milhocina. O
biossurfactante produzido apresentou propriedades tensoativas significativos, mantendo-se estdvel quando
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submetido as altas temperaturas, baixas concentragdes salinas e variagdo de pH. A composicdo preliminar do
biossurfactante sugere que o isolado seja do tipo lipoproteina com carater anidnico, sua aplicagdo em solo
contaminado por petroleo e derivados mostrou-se satisfatéria e os testes de fitotoxicidade demonstraram que o
biossurfactante apresenta baixa tocixidade.

Estudos futuros na producdo otimizada de biossurfactante deverdo ser considerados, bem como sua
caracterizacdo estrutural e aplicabilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos é possivel concluir que:

e O isolado de Cunninghamella elegans UCP/WFCC 0542 proveniente do manguezal
pernambucano € capaz de utilizar rejeitos agroindustriais como fonte nutricional,
adaptando-se bem aos substratos propostos;

¢ A producéo de co-polimeros quitina e quitosana mostrou-se satisfatéria, com grau de
desacetilacdo acima do padréo para quitina e quitosana comercial;

¢ O isolado de C. elegans é também produtor de biossurfactante ao utilizar os substratos
propostos como fonte nutricional, mostrando-se estavel diante de condicbes ambientais
adversas;

¢ O biossurfactante mostou-se efetivo em suas propriedades quando aplicado em solo
contaminado por derivados de petréleo, demonstando assim seu potencial de uso na
area ambiental;

e A producao de bioprodutos diferentes tanto em estruturas quanto em aplicabilidade é
viavel quando provenientes de um mesmo processo produtivo, visando assim aproveitar
ao maximo a maior quantidade de matéria prima que originara o produto final
(biomassa, onde se obtém quitina e quitosana e liquido metabdlico, onde se obtém
biossurfactante);

e Apesar de necessitar uma otimizagdo nos processos produtivos a fim de melhorar os
resultados e os rendimentos dos produtos finais, os resultados obtidos neste trabalho

sao satisfatoérios.
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ABSTRACT

_ Chitin and chitosan are polysaccharides ab

P~

undant and broadly distributed on Invertebrates and funge

c " which have peculiar properties that allow their application to waste disposal, dye degrodation, 3
ction of biodegradable films, packaging and manufacture of cosmetics. This study aimed the pﬂﬁ

aC, 1zalio

of chitin and chitosan by Cunninghamella elegans UCP/WFCC 0542 grown in culture

. of inorganic salts and agroindustrials residues corn steep liquor and post-fry soybean oil. as substrates.

4 results are compatible with reports in the literature where in relation to chitin the occurrence

m is in the range 1600-1400 cm™ and chitosan as the bands are evident in the range 1900-1400 . Indicating
that C. elegans is a highly viable microorganism for the production of biopolymers in low-cost way.

Key Words: Chitin, chitosan, glutamic acid, corn step liquor. soyabean oil, Ucp/Wfce 0542

INTRODUCTION

Chitin is a linear polymer, natural and insoluble,

which has the same type of monomeric unit -1 ,4-N-

acetyl-D-glucosamine and with the exception of the

cellulose polysaccharide is the most abundant and
widely distributed, serving as structural clement
found in invertebrate animals and especially in the
cell wall of fungi, especially those belonging to the
order Mucorales. Chitosan is a copolymer derived
from the N-deacetylation of chitin, except that the N-
acetyl groups have different degrees of deacetylation,
thereby generating scveral chitosan derivatives
Chitosan is characterized according (o their level of
deacetylation and molecular weight, since these
- istics can affect the degradability and

hydrolysis of polysaccharides'™. Chitin and chitosan
1av jar propertics and may be uscd
‘ in a wide variety of applications such as

recovery of different waste in the

rmation of pesticides, degradation of dyes,

; and proteins. Chitosan can still used as

juices and the production of

hardness of the processes of isolation and conversion
from the corrosive effects of the chemicals used in
the isolation process, variability in levels of
contaminating protein and deacetylation®. The fungal
chitin and chitosan becomes attractive because their
specific products can be obtained under standard
conditions through careful manipulation of growth
variables such as pH, comPosition of culture medium
and type of fermentation'”'®. Another factor to be
considered is the cost of obtaining these polymers. In
this context, the use of agro industrial substrates

.ars as a viable alternative, since it makes
economic output. Among the renewable sources
obtained from agribusiness, com steep liquor is
undoubtedly one of the most used products which are
effective as a source of nitrogen in various
fermentative processes in obtaining supplies of high
added value® 7%, ’

MATERIAL AND METHODS
Micreorganism

The microorganism used in the experiment was
filamentous fungus Cunninghamella
UCP/WFCC 0542, belongs the Cul
Nucleus of Rescarch in Envirc
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Fig 1. Comparative FTIR spectrum between crustacean chitosan (deacetylation degree of 78.52%) and C. elegans chitosan
(deacetylation degree of 87.44%)

'Fig. 2 shows the physical-chemical characterization UCP 542 were amide bands near 1600 to 1400 em™.
by infrared absorption spectroscopy obtained from In relation to chitosan, the main characteristic bands
chitin by C elegans. The most imporant were highlighted in the range 1900- 1400cm™.
characteristics for chitin obtained from C. elegans

f—‘/
0

1600 1400

% transmitance

2400
Wavesumber, CI2




S“Vl MC, Souza
ll, 10095 (2013).
n TA, Pdl"KKdeMngHs J Pharm
. S!DS(M)
wa Y, Kobayashi M, Suzuki S and
M, Biol Pharm Bull, 26, 902

Shigemasa Y and Minami S, Biotechnology
and Genetic Engineering Reviews, 13, 383
(19953).

. Kato Y, Onishi H and Machida Y, Curr
Pharm Biotechnol, 4, 303 (2003).

Received: 27 September 2013
Accepted: 30 November 2013

00, Curr Mtcroblal. “ m

. aam.Acucm«oA.s-ue‘.’ A

Asian Chitin J. 7, 63 (2011).

Souza DG, Silva NRA, Sm?“.“.o‘
Congresso  Nacional de - ‘
Biolégicas. IV Simpésio de CM.
Biolégicas. Recife, Pernambuco, 2011,

. Jin Hu K, Yeung WW, Ho KP, and Hu JL

J Food Biochem, 23,187 (1999).




ﬁ COLLOIDS AND SURFACES B: BIOINTERFACES

. An Intemational Journal Devoted to Fundamental and Applied Research on Colloid and
e Interfacial Phenomena in Relation to Systems of Blological Origin

T  AUTHOR INFORMATION PACK

TABLE OF CONTENTS

o ipti p.l
-
. P

«  Abstracting and Indexing p.2
. Editorial Board p.2
. Guide for Authors p.4
DESCRIPTION

Coliolds and Surfaces B: Blointerfaces Is an international journal devoted to fundamental and appled
research on collod and interfacal phenomena in relation to systems of blological origin, having
particular redevance to the rmedical, pharmaceutical, blotechnological, food and cosmetic fields.

Esch Editor of Colloids and Surfaces B has specific fields of expertise. To ensure & smooth and
rapid refereeing process, please submit your artide to the Editor related to the topic of your
research (you can select the correct editor In the drop down menu In our enline submission system:
http://ens elsevier com/cotsub):

John Brash

sinteractions of blomolecules (proteins, enzymes, peptides, polysaccharides, DNA) at the solid-
solution and alr-solution interfaces;

eSurface/interfacial interactions of tissue and blood; Blomaterials development and interfacial
properties;

o Orug defivery/controlled release

Henk Busscher

sPhysico-chermical mechanisms of microbial adhesion, blofiim formation snd tissue cell intersaction
to surfaces

sMicrobial adhesion and biofilm formation

oRole of surface characteristics, surface modification and protein adsorption on microbial adhesion
and biofilm foermation

ePhysico-chermical mechanisms providing biclubrication to surfaces

Hong Chen

eSurface modification Inciuding structured surfaces;
sBlocompatible materiats.

sAnti-foullng materials,;

sBlo-detection/bio-imaging materials;

elnteractions of biomolecules and cells &t Interfaces.

Dganit Danino

eSelf-assembly and molecular sssemblies (proteins, poymers, peptides, surfactants)
eStructure of blological flulds

oDrug delivery vehicles &t nano and meso scales

AUTHOR INFORMATION PACK 16 Dec 2015 www.elsevier. com/locste/colsurfh 1



1D structures - fibrils, ribbons, nanctubes
eMilk proteing

Submissions that: (1) deal solely with biclogical phenomena and do not describe the physico~-chemical
or coliold-chemical background and/or mechanism of the phenomena, and (2) deal sclely with collowd/
Interfacial phenomerna and do nct have appropriate blological content or relevance, are outside the
scope of the journal and will not be considered for publication.

The ournal publishes regular resesrch papers, reviews, short communications and Invited perspective
articles, called Biolnterface Perspectives. The Blolnterface Perspective provide researchers the
opportunity to review their own work, a5 well as provide insight Into the work of others that inspired
and influenced the author. Regular articles shouldd have & maximum total length of 6,000 words. In
&ddition, a {combined) maximum of 8 normal-szed figures and/or tables Is allowed (so for Instance
3 tables and S figures). For multiple-pand figures each set of two panels equates to one figure. Short
communications should not exceed half of the above. It is required to give on the artide cover page
& short statistical summary of the artide listing the total number of words and tables/figures.

AUDIENCE
Collost and Surface Chemists, Chemical Engineers, (Bio) Pharmaceutical, Cosmetc and Food

Chemists, Physical Chemists, Polymer Chemists, Biological and Sicengineers, Organic Chemists,
Microbiologists, Medicnal Chemists.

IMPACT FACTOR
2014: 4.152 © Thomson Reuters Journal Citation Reports 2015

ABSTRACTING AND INDEXING

Chemical Abstracts

Current Contents/Physics, Chemical, & Earth Sciences
EMBASE

INSPEC

PASCAL/CNRS

Applied Polyrners Litersture

APOLLIT

Scopus

EMBiclogy

EDITORIAL BOARD

Editors:

J.L. Brash, McMaster University, Hamdton, Ontario, Canada

H.3. Busscher, Rigisuniversiter Groningen, Groningen, Netheriands
H. Chen, Scochow University, Suzhou, China

D. Danino, Technion - Israal Institute of Technology, Haifa, lsraal

Editorial Board:

K. Bohinc, Ljubjana, Slovenia

T. Camesano, Worcester, Massachusetts, USA
E. Dickinson, Loads, UK

Y.F. Dufréne, Louvain-ia-Newve, Belglum

C. Dupont-Gillain, Louvain-ia-Neuve, Belgium
3. Dutcher, Guaiph, Ontario, Canaca

D.L. Elbert, St Louls, Missourd, USA

H. Elwing, Gotebarg, Sweden

C. Gao, Hangzhou, Zhejlang Province, China
T.A. Horbett, Seattia, Washington, USA

K. Ishihara, Tokyo, Japan

AUTHOR INFORMATION PACK 16 Dec 2015 www.elsevier.com/iocate/cotsurth 2



K.D. Jandt, Jjera, Germany
L. Jlang, Beljing, Cnina
K. Kataoka, Tokyo, Japan

J. Kizhakkedathu, Vancouver, British Columbia, Canada

R. Leblanc, Coral Gables, Foricga, USA

C. Leidy, Bogota, Colombia

K. Makino, Tokyo, Japan

W. Norde, Wageningen, Netheriands

H. Ohshima, Tokyo, Japan

T. Okano, Tokyo, Japan

K. Park, West Lafayette, Indiana, USA

W. Pitt, Frave, Utah, USA

K. Prasad, Bhagalpur, inca

B. Ratner, Seattie, Washington, USA

G. Reid, London, Ontario, Carada

C.A. Stedleckl, Herzhey, FA, Pennsyivania, USA
P. Tengvall, Linképing, Swedcen

W-B. Tsai, Talpel, Taiwan

N. Tufenkji, Montreal, Quebec, Canada

H. van der Mei, Groningen, Netherinds

S. Wang, 2eijing, China

G. M. Whitesides, Cambricge, Mxssachusernts, USA
X, Thang, Beiying, China

AUTHOR INFORMATION PACK 16 Dec 2015

www.elseviern com/iocate/colsurt



GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Coliokds and Surfaces 8: Biointerfaces 1$ an international journal devoted to fundamental and appled
research on colloid and Interfacial phenomena In relation to systems of blological origin, having
particular relevance to the medical, pharmaceutical, biotechnological, food and cosmetic flelds,

Each Editor of Collolds and Surfaces B has specific fields of expertise. o ensure a2 smooth and
rapid refereeing process, please submit your artide to the Edftor related to the topic of your
research (you can select the correct editor in the drop down meny in our enline submission system:
htip://ees elsevier.com/colsub):

John Brash

einteractions of blomolecules (protelns, enzymes, peptides, polysaccharides, DNA) at the solid-
solution and air-solution interfaces;

sSurface/interfacial interactions of tissue and blood; Blomaterials develcpment and interfacial

properties;
oDrug delivery/controlied release

Henk Busscher

sPhysico-chemical mechanisms of microblal adhesion, biofilm formation and tssue cell interaction
to surfaces

sMicrobial adhesion and biofilm formation

sRole of surface characteristics, surface modification and protein adsorption an microblal adhesion
and bicfilm formation

sPhysico-chermical mechanisms providing ticlubrication to surfaces

Hong Chen

eSurface modification Induding structured surfaces;
sBlocompatible materials:

sAnti-fouling materials,

sBio-detection/blo-imaging materiais;

sinteractions of blomolecules and celis &t interfaces.

Dganit Danino

sSeif-assembly and molecular assemblies (proteins, polymers, peptides, surfactants)
oStructure of blological fluids

oOrug delivery vehicles &t nano and meso scales

«1D structures - fibrils, ribbons, nanctubes

o Milk proteing

Submissions that: (1) deal solely with biclogical phenomena and do not describe the physico-chemical
or colicid-chemical background and/or mechanism of the phenomena, and (2) deal solely with colloid/
Interfacial phenomena and do not have appropriate blological content or relevance, are outside the
scope of the journal and will not be considered for publication.

The journal publishes reguiar research papers, reviews, short communications and invited perspective
articles, called Biolnterface Perspectives. The Blolmterface Perspective provide researchers the
opportunity to review thelr own work, as well as provide Insight into the work of others that inspired
and Influenced the author. Regular articles should have 8 maximum total length of 6,000 words, In
addition, a {combined) maximum of B normal-sized figures and/or tables Is allowed (30 for Instance
3 tables and 5 figures). For multiple-pane! figures each s&t of two panels equates to one figure. Short
communications should not exceed haif of the above. It s required to give on the artide cover page
& short statistical summary of the article listing the total number of wortds and tables/figures. Cover
Letter

A cover letter |8 mandatory and should give the justification of the submission, highlights of the article,
and a general impact statement. A short statistical summary of the article listing the total number
of words and tables/figures Is also required.

BEFORE YOU BEGIN

AUTHOR INFORMATION PACK 16 Dec 2015 www.elsevier.com/locate/colsurt A



Ethics in publishing
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
https://wwaw.elsevier com/publishingethics and https://www. elseviar cormy journal-authors/ethics,

Human and animal rights

If the work Involves the use of human subjects, the asuthor should ensure that
the work described has been carrled out in accordance with The Code of Ethics
of the World Medical Asscdation (Dedaration of Helsinkl) for experiments involving
humans, htto://www wma_ netfen/30publications/10policies/b3/index html; Uniform Requirements
for manuscripts submitted to Biomedical journsls, herp!//www. ionje.org. Authors should Include a
statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with hurman
subjects, The privacy rights of human subjects must always be ob=erved.

All animal experimnents should be carrled out In sccordance with the UK. Animals (Scientific
Procedures) Act, 19686 and associated guidelines, ELI Directive 2010/63/EU for animal experiments,
or the National Institutes of Health guide for the care and wse of Laboratory animals (NIH Publications
No. 8023, revised 1978) and the authors should dearly Indicate in the manuscript that such
guidelines have been followed. ANl animal studies need to ensure they comply with the ARRIVE
guidelines, More information can be found &t hittp //www.n s org.uk/page aup?id= 1357,

Contlict of interest

All authors gre requested to disdose any actusl or potential conflict of interest Induding
any finandal, personal or cother relationships with other pecple or organizations within
three years of beginning the submitted work that could Inappropriately Infiuence, or
be perceived to influence, their work. See also https://www.elseviercom/conflictsofinterest.
Further information and an example of a Conflict of Interest form can be found at:
http://service. elsevier.com/epplfanswersy/detail/a_ i/ 286/ supporthub/publishing.,

Submission declaration

Submission of an artide Implies that the work described has not been published previoudy
(except in the form of an abstract or as part of & published lecture or academic thesis or as an
electronic prepont, see https://www.elsevier comfsharingpolicy), that It is not under corsideration
for publication elsewhere, that its publication Is approved by all authors and tacitly or explictly by the
responsible authorities where the work was carmied out, and that, If acoepted, it will not be published
elsewhere Including electronically In the same form, in English or in any other language, without the
written consent of the copyright-holder.

Comtributors

Each author s required to dedare his or her Individuat contribution to the article: all suthors must have
materislly participated In the research and/or artide preparation, so roles for all authors should be
described. The statement that all authors have approved the final article should be true and Included
in the disdosure.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before subemitting their
manuscript and provide the definitive list of authors &t the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only If spproved by the joumal Editor. To request such
& change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (&) the resson
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all suthors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirrnation from the author being added or removed.

Only In exceptional droumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
suthors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in &n online issue,
any requésts spproved by the Editor will result in & corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to compiete & Journal Publishing Agreement’ (for
mare Infarmation on this and pyright, see hitps://www.elsevier com/copyright). An e-mail will
be sent to the corresponding author confirming recsipt of the manusaript together with a “Journal
Publishing Agreement” form or & link to the online version of this agreement.

AUTHOR INFORMATION PACK 16 Dec 2015 www . elsevier, com/locate/colsur 5



Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles Including abstracts for internal
circulation within their institutions, Permission of the Publisher IS required for resale or distribution
outside the institution and for all other dertvative works, induding compllations and transiations
(please consult https: //www. slsevier com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author{s) must obtain written permission from the copyright owners and cedit the
source(s) In the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
https:// www.elsavier.com/permissions,

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive
Ucense Agreement’ (for more information see https://www. elsevier com/OAsuthoragreement).
Permitted third party reuse of open acoess articles i determined by the suthor's choice of user license
(see https://www. elsevier.com/openacoess]icenses),

Author rights
Ag an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. For more
Information see https: [/ www.elsevier.com/copyright.

Role of the funding source

You are requested to Identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), If any, in study design; in
the coliection, analyss and Inmterpretation of data; In the writing of the report; and In the decision to
submit the article for publication, If the funding source(s) had no such involvernent then this should
be stated.

Funding body sgreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors
to comply with their funder's open access polickes. Some suthors may &iso be reimbursed
for associated publication fees. To learn more about existing  agreements please visit
https:// www. eisevier.com/fundingbodies,

Open access
This journal offers authors a cholce in publishing their research:

Open access

o Articles are freely avallable to both subsaibers and the wider public with permitted reuse

o An open access publication fee i payable by authors or on their behaF ¢.g. by their ressarch funder
or institution

Subscription

¢ Articles are made gvallable to subsaribers 2 well as developing countries and patient groups through
our universal access programs (hitps: //www. elsevier.com/access).

o No open access publication fee payable by authors.

Regardiess of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards,

For open acoess articles, permitted third party (re)use IS defined by the following Creative Commons
user lloanses:

Crestive Cormmmons Attribution (CC 8Y)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaprations or dertvative works of or from an article (such as a transistion), Indude In & collective
work (such &s an anthology), text or data mine the artide, even for commercial purposes, as long
&% they credit the author(s), do not represent the author a5 endorsing their adaptation of the article,
and do not modfy the article In such & way a< to damage the author’s honor or reputation,
Crastive Cormmons Attribution-NonCammerclial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the artide, and to include In & ollective
work (such & an anthology), 25 long as they credit the author(s) and provided they do not aiter or
modify the article.

The open access publication fee for this journal Is USD 2850, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: http://www. elseviercom/openacassspricing.

AUTHOR INFORMATION PACK 16 Dec 2015 www elsevier com/locate/colsurft 6



Green opan access

Authors can share their research in & vanety of different ways and Elsevier has a number of green
open scoess options avallable. We recommend authors see our green open access page for further
Information (http://dsevier. com/greenopenaccess). Authors can also self-archive their manuscripts
Immediately and enable public access from their institution's repository after an embargo period. This
is the version that has been accepted for publication and which typically indudes author-incorporated
changes suggested during submission, peer review and in editor-acthor communications, Embeéargo
period: For subscription artides, an appropriate amount of time Is needed for journals to deliver
value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This Is the
embargo pericd and & begins from the date the artide s formally published anline In Its fingl and
fully ctable form.

Thes journal has an embargo period of 24 months.

Language= (usage and aditing sarvices)

Please write your text In good English (American or British usage IS scospted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct sclentific
English may wish to use the English Language Editing service avallable from Elsevier's
WebShop (http://webshop. elsevlvcomﬂmqmqeedmngl) or visit our customer support site
(http:/ fsupport elsevier.com) for more information

Submission

Qur online submission system gQuides you stepwese through the process of entering your artide
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used In
the peer-review process, Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required o typesst your article for
final publication. All correspondence, Induding notification of the Editor's decsion and requests for
revision, s sent by e-mail,

For submitting your manuscript to Caolloxds and Surfaces B: Blointerfaces please Qo to our Elsevier
Edtorial System (EES) Website at: hittp://ees glsevier.com/misuly .

Referses
Please submit, as part of the covering letter with the manuscript, the names, affiliation and email
addresses of four potential Referess. Appropriate Referees should be knowledgeable about the subject

wmﬂun(mmuymmmun)Mdmdmm

PREPARATION

Usa of word processing software

It Is Important that the file be saved in the native format of the word processor used. The
should be in single-column format. Keep the layout of the text &< ample &< possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the srticde. In particuler, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. Mowever, do use bold face, talics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, If you are using & table grid, use only one grid for each
Individual table and not & grid for each row, If no grid IS used, use tabs, not spaces, to align columns.,
The electronic text should be prepared In & way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publizhing with Elsevier: hitps://www. elseviercom/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the section on Blectronic artwork.

To avold unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-chedk” and 'grammar-check'
functions of your word processor.

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection & given & brsef heading. Each heading
should appesr on its own separate line. Subsections should be used & much &5 possible when cross-
referencing text: refer to the subsection by heading as cpposed to simply "the text'.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adeqguate background, avaiding & detalled litersture
survey or & summary of the results.

g

AUTHOR INFORMATION PACK 16 Dec 2015 www.elsevier.com/locate/colsurf 7



Materisl and methods
Provide sufficent detall to allow the work to be reproduced. Methods siready published should be
Indicated by & reference: only redevant modifications should be described,

Results
Results should be dear and concse.

Oiscussion
This should expiore the significance of the results of the work, not repeat themn. A combined Resuits
and Discussion section ls often sppropriste. Avold extensive ctations and discussion of published
literature,

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in & short Conciusions section, which may stand
glone or form & subsection of a Discussion or Results and Discussion saction.

Appendicss

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations In
sppendices should be given separate numbering: EqQ. (A1), Eq. (A.2), etc ; in & subseguent appendix,
Eq. (8.1) and =0 on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.L, etc.

Essential title page information

o Thie. Concise and Iinformative. Titles are often used In information-retrieval systems, Avoid
abbreviations and formulae where possible,

* Author names and affiliations. Please clearly Indicate the gliven name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affillation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with 2 lower-
case superscript letter immedistely after the author’s name and In front of the appropriate address.
Provide the full postal address of esch affiliation, including the country name and, If avadable, the
e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence st all stages of refereeing
and publication, slo post-publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work desanbed in the artide was
done, or was visiting &t the time, a 'Present address’ (or Permanent address”) may be indicated as
& footnote to that suthor's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic nurnerals are usad for such footnotes.

Abstract

A congse and factual abstract s required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract |s often presented separately from
the article, S0 it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but If
essartial, then cite the author(s) and yesar(s). Also, non-standard or uncommen abbrevistions should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the sbstract itself.

The abstract should be no longer than 250 words

Graphical abstract

A Grephical abstract s mendatory for this journal, It should summarize the contents of the article in
& concise, pictorial form designed to capture the attention of & wide resdership online. Authors must
provide images that clearly represent the work described in the artide. Graphical abstracts should be
submitted as a separate file in the online submssion system, Image se: please provide an image
with a minimurn of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image shouid be readable
atasize of 5 x 13 om using & regular screen resalution of 96 dpl. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF
or MS Office files. See https!//www.elsevier comygraphicaiabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of thelr images also in accordance with all technical requirements: [llustration Service,

Highlights

Mighlights sre mandatory for this journal. They consist of & short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted In & separate edtable file in the online
submission system. Please use "Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points {maximum
BS characters, Including spaces, per bullet point), See Mips://www. dsevier.com/ighiights for
exampes.
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Keywords

Immediately after the sbstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and’, 'of"). Be sparing
with abbrewviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for iIndexing purpases.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in & separate section at the end of the artide before the references and do
not, therefore, indude them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individusls who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the artide, etc.).

Nomenciature and Units
The use of nomenclature and symbols adopted by IUPAC I8 recommended (Quantities, Units and
Symbois in Physical Chemistry, Blackwell Scientific, Oxford, 1588).

Math formulas

Piease submit math equations a< editable text and not a5 images. Present dmple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented In talics. Powers of e are often
mare conveniently denoted by exp. Number consacutively any equations that have to be displayed
separetely from the text (if referred to explictly In the text).

Footnotes

Foctnotes should be used speringly. Number them consacutively throughout the artide. Many word
processors can bulld footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, plesse iIndicate
the pasition of footnotes In the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes In the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

o Make sure you use uniform lettering and wzing of your original artwork,

o Embed the used fonts If the application provides that option.

o Aum to use the following forts In your lllustrations: Aral, Courser, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

» Number the illustrations according to their sequence in the text.

o Lke a logical naming convention for your artwork files,

o Prowvide captions to lllustrations separately.

o Size the lllustrations close to the desired dimengsions of the published version.

o Submit each lllustration &3 & separate file.

A detalled guide on eélectronic artwork & avallable on ocur website:
https://www.eltevier.com/artworkinstructions.

z;::‘:nmdbvhhuhm some excerpts from the detailed information are given here.
if your electronic artwork I8 crested in a Micuosoft Office application {Ward, Powerfoint, Excel) then
pléase supply 'as &' in the native document format.

Regardiess of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork s
finalized, please 'Save as’ or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for ine drawings, haitones, and line/haiftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts,

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bamapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to & minimum of 1000 dpl.
TIFF {or JPEG): Combinatiors bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to & minimum of
SO0 dpe.

Please do not:

o Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have &
low number of pixels and limited set of colors;

» Supply files that are too law In resolution;

= Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are In an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
ussbie color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
In color enline (e.g., ScenceDirect and other sites) regardiess of whether or not these lllustrations
are reproduced In color In the printed version, For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Flease
Indicste your preference for color: In print or onfine only. For further information on the preparation
of elactronic artwork, please see https://www elsevier com/ertworkinstructions,

Figure captions

Ersure that each (Bustration hes a caption. Supply captions seperately, not attached to the figure. A
caption should comprise & brief title (not on the figure Itself) and a description of the lllustration. Keep
text in the lllustrations themsealves to & minimum but explain all symbols and abbreviations vsed,

Tabies

Please submit tables 23 editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the articdle, or on sepérate page(s) at the end. Number tables consecutively In
accordence with thelr sappearance in the text and place any table notes below the table body, Be
sparing In the use of tables and ensure that the data presented in themn do not duplicate results
deacribed elsewhere In the artide. Please avold using vertical rules.

CilRtation in text
Please ensure that every reference dted in the text |5 also present in the reference list {and vice
versa). Any references dted in the abstract must be given In full. Unpublished results and personal
communications are not recammended in the reference s, but may be mentioned in the text, If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference Ryle of the
fournal and should indude a substitution of the publication date with ether 'Unpublished results’ or
gwmw.wmdadcuuuhm'lmmmemmmm
publication,

Referance lnks

Increased discoverability of research and high qQuality peer review are ensured by online links to
the sources dted. In order to allow us to Create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CromBef end PubMed, please ensure that data provided In the referencas are commect. Plesse
note that incorrect sumames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent nk
a:um.Mmmm,MMMstdmmnm.wedm
DOI s encouraged,

Reference managerment software

Most Esevier joumals have their meference template asvallable In1 many of the
mast popular reference managemernt software products. These indude all  products
that support Citation Style Language styles (http://ctationstyles.org), Such & Mendeley
(http:/fwww. mendeley. com/features/reference-managQer) and Zotero (httpe!//www.zotero.arg/), &8
well a5 EndNote (http: //endnote.com/downioads/styles). Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the sppropriate journal template when preparing their
article, after which citaticns and bibllographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet avallable for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http:// open. mendeley.com/use-citation-style/collods-and-surfaces-b-blointerfaces

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreQffice.

Referance formatting

There are no strick requirernents on reference formatting &t submission. References can be in any style
or format as long as the style & consistent. Where applicable, author(s) name(s), sjournal titie/book
title, chapter title/article ttie, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present, Use of DOI i highly encouraged. The reference style used by the joumal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage., Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:
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Referance Style

1. All references made to publications In the text should be presented In @ st of references fallowing
the text of the manuscript. The manusoript should be carefully checked to ensure that the Information
given in the text |s exactly the same 23 that given in the reference li<t.

References to the Merature should be made according to the numerical system described below.

2. In the text refér to the subject or to the suthor's name (withoot intial), followed by the reference
number In square brackets.

3. If reference is made in the text to publications written by more than two authors, the name of the
first author should be used, followed by et &l.", Note that in the reference st the names of authors
and co-authors should be given In full.

4. References should be arranged In the order in which they appear In the text.

5. Use the following systemn for arranging the references:

(1) For journals

:ci)u';y, N. Gartl and S. Margdassl, Colloids Surfaces A: Physicochen. Eng, Aspects, 57 (1995) 51.
B.E. Conway, lonic Mydration in Chemistry and Biophysics, Elsevier, Amsterdam, 1581,

(#) For edited books

R.D. Thomaes, in E. Buncel and J.R. Jones (Eds.), lsotopes in the Physical and Biomedical Saences,
Vol. 2, Elsevier, Amsterdam, 1991, Chapter 7.

For conference proceedings, Symposia etc.

A.G. Marshall, in P.G. Kistemaker and N.M.M, Nibbering (Eds.), Advances in Mass Spectrometry,
Proc. 12th International Mass Spectrometry Conference, Amsterdam, 26-30 August 1991, Elsevier,
Amsterdam, 1992, p. 37.

6. Abbreviations of journal titles should conform to those adopted by the Chemical Abstract Service
(Bibkographic Guide for Editors and Authors, The Amernican Chemical Sodety, Washington, DC, 1974).
If the correct abbreviation & not known, the title should be given in full

7. Reference to a personal communication should be followed by the year, e.g. AN, Other, personal
communication, 1585,

Journa! abbreviations source
Jounal names should be abbrewviated according to the List of Tile Word Abbreviations:
http:/fwww.issn org/services/online-services/access-to-the-itwa/,

Video data

Elsevier acoupts video material and animation seguences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to indude links to these within the body of the artide. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where It should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate o the video file's content. In order to ensure that your video or animation matenial is directly
useble, please provide the files in one of our recommended file formats with & preferred maximum
size of 150 MB, Video and animation files supplied will be pubixhed online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including SclenceDirect: http://www. sciencedirect.com.
Please supply "stilis’ with your flles: you can choose any frame from the video or animation or
make & separate image. These will be used Instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detalied instructions plesse visit our video Instruction pages at
https: [/ www. eltevier.com/artworkanstructions, Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the joumnal, plesse provide text far both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The joumal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudicSiides are brief, webinar-style presentstions that are shown next to the online artide on
SdenceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper |$ about. More information and examples are available at
https [/ www.elsevier.com/audios!ides. Authors of this joumal will sutomatically recelve an nvitation
e-mall 1o create an AudiaSlides presentation after acoeptance of thelr paper.

Supplementary materinl
Supplementary material can support and enhance your sdentfic research, Supplementary files

offer the author additional possibilities to publish supporting applcations, high-resolution Images,
background datasets, sound dips and more. Please note that such iterms are published online exacty
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&s they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Exoel
file or a5 & PowerPoint dide will appear as such online). Plaase submit the material together with the
article and supply & concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to
supplementary data during &ny stage of the process, then please make sure to provide an updated
file, and do not annctate any corrections on & previous version. Please also make sure to switch
off the Track Changes' option In any Microsoft Office filles as these will appear in the published
supplementary flle{s). For more detalled instructions please visit our artwork instruction pages
https:// www. eisevier.com/artworkinstructions.

3D molecuiar models

You can enrich your onling articdles by providing 30 molecular models (optional) in PDB, PSE
MOU/MOL2 format, which will be visualized using the inteéractive viewer embedded within the article.
Using the viewer, & will be possbie to zoom into the model, rotate and pan the model, and
change display settings, Submitted models will also be avallable for downicading from your
prticle on SdenceDirect. Each molecular mode! will have to be uploaded to the online submission
system separately, via the 3D molecular models' submission category, For more information see:
https:-// www.elsavier.com/30Molecul arModets,

Interactive plots
This journal enables you to show an Interactive Plot with your articie by simply submitting & data file.
For instructions please go to https//www. sisevier com/interactiveplots.,

Submission checklist

The fallowing list will be useful during the final checking of an artiie prior to sending it to the journal
for review. Please corsult this Guide for Authors for further detsils of any tem,

Ensure that the following items are present:

One suthor has been designated as the corresponding suthor with contact details:

o E-mall address

o Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

o All figure captions

o All tables (incdluding title, description, footnotes)

Further considerations

o Manuscript has been "speli-checked' and 'grammar-checked'

o References are in the correct forrmat for this jJournal

o All references mentioned in the Reference list are dted In the text, and vice versa

. WMMMMM&«WMWMMW(MMN
Intemet

Printed version of figures (If applicabie) in color or black-and-white

o Indicate dearly whether or not color or black-gand-white In print IS required.

For any further information plesse visit cur customer support site at hittp: //support. elsevier com.

AFTER ACCEPTANCE

Usea of the Digita! Object Tdentifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DO!
consists of a unique alpha-numeric character string which IS assigned to & document by the publisher
upen the Initial electronic publication. The sssigned DOL never changes. Therefore, It s &n Ideal
medium for citing & document, particulary ‘Articles in press’ because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article In the
oumal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/1 0,201 6/4. physieth. 2010,.09.059

When you use & DOI to create links to documents on the web, the DOLs are guaranteed never to
change.

Oniline proof correction

Corresponding authors will receive an e-mall with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment & simidlar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.

Web-hbased proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you o directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of emrors.

5
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proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
. Significant changes to the artide as accepted for pubhication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It Is Impoctant to ensure that all comections are sent back
to us In one communication. Mease check carefully before replying, as Inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading s solely your responsibility.

|

The corresponding asuthor, 2t no cst, will be provided with a personalized link providing 50
days free actess to the final published version of the srticle on ScenceDirect. This link can
ako used for sharing via emall and social networks, For an extra charge, paper offprints
can via the offprint order form which I8 sent once the artide 15 acoepted for
publicstion. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's
WebShop (hittp://webshop. elsevier com/myarticleservices/offiprints). Authors requiring printed coples
of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to collate multiple
articles within a single cover (http.//webshop. elseviercomymyarticeservices/booklets),

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article &t hitps://www, elsevier.com/track-submission, You can track
your accepted artide at httoa://www elssvier comy/trackartide. You are also welcome to contact
Customer Support via http: //support. edsevier com.

£ Copyright 2012 Esevier | Mtpy//www.eseviar.com
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