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RESUMO

Quitosana é um polimero natural derivado da desacetilagdo da quitina, oriundo da parede
celular de fungos e exoesqueletos de crustdceos. Devida a sua estrutura quimica a
quitosana apresenta propriedades de grande importancia biotecnolégica com diversas
aplicacbes nas areas ambientais, agricultura, cosméticos entre outras. Para averiguar a
producdo de quitosana por micro-organismo, estudos foram realizados utilizando o fungo
Mucor subtilissimus UCP/WFCC 1262 isolado do solo da caatinga do estado de
Pernambuco, através do planejamento fatorial completo de 2°, por fermentacdo semi-sélida
(FSS), utilizando batata doce (Ipomoea batatas L.) suplementada com milhocina (residuo
industrial) e extrato de levedura, sendo as variaveis respostas producdo de biomassa e
quitosana. Para a producdo de biomassa o ensaio 5 cuja composicdo: 3g de batata doce,
8ml de milhocina, e ndo utilizando extrato de levedura apresentou o melhor resultado com
13,32g/L de biomassa, e para quitosana o ponto central com 120,96 g/100g de biomassa
com seguinte composicdo: 20g de batata doce, 6ml de milhocina, 0,1ml de extrato de
levedura. A caracterizagdo da quitosana demonstrou um grau de desacetilacdo de 60%. A
guitosana microbiolégica obtida foi testada quanto a sua capacidade ambiental no processo
de descoloragdo do corante catibnicao, azul de metileno (AM), empregado na industria téxtil
tendo como variaveis pH, tempo e temperatura . Os resultados obtidos sobre eficiéncias de
descoloracéo do azul de metileno pela adsorcdo da quitosana demonstraram que o pH 6 foi
mais eficiente na descoloragdo do AM com a biossorcéao de 92,73%, na condicdo 8,30mg do
adsorvente para 20 mg de AM em solucdo aquosa, sugerindo seu emprego em pProcessos

de biorremediacéo de efluentes téxteis.

Palavras-chave: Quitosana, fermentacéo semi- sélida, batata doce, corante azul metileno.
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ABSTRACT

Chitosan is a natural polymer derived from deacetylation of chitin, derived from the cell wall
of fungi and exoskeletons of crustaceans. Due to its chemical structure exhibits properties of
chitosan great biotechnological importance with many applications in the environmental
fields, agriculture, cosmetics, among others. To check chitosan production by micro-
organism, studies were performed using the fungus Mucor subtilissimus UCP / WFCC 1262
isolated from soil of the savanna of the state of Pernambuco, through full factorial design of
23, by solid state fermentation (FSS) using sweet potato (Ipomoea batatas L.) supplemented
with corn steep liquor (industrial waste) and yeast extract, and the response variables
biomass and chitosan. For biomass production testing 5 whose composition 3g sweet potato,
8ml milhocina, and not using yeast extract showed the best result with 13.32 g / L of
biomass, chitosan and the center point with 120.96 g / 100g biomass with the following
composition: 20 g sweet potatoes, 6ml of corn steep liquor, 0.1 ml of yeast extract. The
characterization of chitosan showed a degree of deacetylation of 60%. Microbiological
chitosan obtained was tested for its environmental capacity in the discoloration of catibnicao
dye, methylene blue (MB), process used in the textile industry having variables such as pH,
time and temperature. Results obtained with efficiencies discoloration of methylene blue
adsorption of the chitosan showed that the pH 6 was more efficient in bleaching AM
biosorption with 92.73% under the condition of 8.30 mg to 20 mg of adsorbent in solution PM
aqueous, suggesting its use in bioremediation processes of textile effluents.

Keywords: Chitosan, semi-solid fermentation, sweet potatoes, methylene blue dye.
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1.1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa posicdo de destaque em termos de biodiversidade e de sua capacidade
de gerar recursos renovaveis em grande escala. Os micro-organismos sdo ubiquos na
natureza, podendo ocorrer em diferentes ambientes desde solo, na &gua, no ar, em
ambientes domeésticos ou industriais, em diferentes temperaturas, em locais preservados,
como também poluidos ou ndo, podendo apresentar uma imensa diversidade genética,
desempenhando fung¢des Unicas e importantes no funcionamento dos ecossistemas.
Estudos recentes no bioma Caatinga tém revelado uma biota diversa, comparada as outras
florestas tropicais secas da America do Sul (GIULIETTI et al., 2002; RODRIGUES 2003;
ROSA et al., 2003; QUEIROZ 2006; CRUZ e GUSMAO, 2009).

Os fungos representam um grande grupo que biotecnologicamente, desperta um
relevante interesse no mundo cientifico. A utilizacdo de fungos para obter quitina e
quitosana tem mostrado grandes vantagens, tais como a extracdo de biopolimeros,
independentemente de fatores sazonais, por ser um processo simples e econdémico, que
apresenta resultados em pouco tempo e com custo baixo para realizar a extracdo
(PHILIPPOVA et al., 2001; CARDOSO et al., 2012).

Os Zygomycetes podem ser encontrados em varios ambientes, como no solo da
caatinga, de dunas e de sedimento de estuarios e apresentam como caracteristica a
presenca dos principais co-polimeros quitina e quitosana nas paredes celulares, que podem
ser extraidas do micélio dos fungos, principalmente os da ordem Mucorales (BARTNICKI-
GARCIA 1968; CAMPOS-TAKAKI, 2005; GOMES et al., 2000; STAMFORD et al., 2008).

A quitosana é um produto derivado da desacetilacdo da quitina pela enzima quitina
deacetilase. A biocompatibilidade e a biodegradabilidade sao suas propriedades
fundamentais, devido a estas caracteristicas biol6gicas, foram encontradas diversas
aplicacdes para este biomaterial, dentre elas: na Biomedicina, na Agricultura, na Medicina,
no tratamento da polui¢do, industria de adesivos, clarificacdo de sucos, producéo de filmes
biodegradaveis para fabricacdo de embalagens, na remocéo e recuperacdo de diferentes
residuos e na degradacdo de corantes como o azul de metileno que é um composto
aromatico heterociclico, sélido verde escuro, solivel em agua, produzindo solucdo azul,
inodoro, com férmula molecular: C1¢H;gCIN3sS e massa molar 319.85 g/mol (SYNOWIECKI,
1997; SENEL E HINCAL, 2001; SINGLA E CHAWLA, 2001; THARANATHAN E KUTTER,
2003; DANWANICHAKUL et al., 2008; ZENDEHDEL et al, 2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre

MEDEIRQS, M. R. C. A. Producdo de Quitosana por Mucor subtilissimus... 11

No presente estudo foi utilizado o fungo Mucor subtilissimus, na producdo de
quitosana, em meio de baixo custo e avaliagdo da influéncia da temperatura e do pH na

descoloracgéo do corante azul de metileno pela quitosana produzida.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar a producdo de quitosana por Mucor subtilissimus UCP/WFCC 1262, por
fermentacdo semi—sélida utilizando batata doce (Ipomoea batatas L.) extrato de levedura e
suplementados com milhocina, através de um planejamento fatorial completo de 23, com
posterior caracterizacdo e aplicagdo avaliando a influéncia da temperatura e do pH na

descoloracdo do corante azul de metileno pela quitosana produzida.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Realizar o crescimento M. subtilissimus nos meios formulados com batata, extrato de

levedura e suplementados com milhocina;

e Produzir biomassa por M. subtilissimus no(s) meio(s) contendo diferentes
concentracdes de batata, extrato de levedura e suplementados com milhocina ,

utilizando um planejamento fatorial completo de 23;

e Produzir quitosana por M. subtilissimus no meio contendo diferentes concentracdes
de batata, extrato de levedura e suplementado com milhocina, utilizando um

planejamento fatorial completo de 2°.
e Extrair e isolar quitosana a partir da biomassa produzida na melhor condicéo;
e Caracterizar fisicoquimicamente a quitosana microbiologica;
e Aplicar a quitosana microbiol6gica na descoloragdo do corante azul demetileno (AM);

e Avaliar os resultados obtidos.
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1.3. REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Quitina

Henri Braconnot (francés) descreveu pela primeira vez a quitina, em 1811. O mesmo
a extraiu de fungos e deu o nome de “fungina”. Em 1823, a denominac¢éo quitina foi proposta
por Odier, que a isolou de carapacas de insetos. Somente em 1843, Payen descobriu que a
quitina continha nitrogénio em sua estrutura. Esse nome quitina deriva do grego "Chiton”
que significa tanica ou cobertura (ANTONINO, 2007). E insolivel em meio aquoso e na
maioria dos solventes organicos, tem baixa reatividade quimica, € rigida, inelastica e de
coloracéo branca (DUTTA et al, 2004; LARANJEIRA E FAVERE, 2009).

A quitina é o segundo polissacarideo mais ambulante na natureza, perdendo apenas
para a celulose. A celulose apresenta um radical que contém uma hidroxila no carbono da
posicdo dois da cadeia monomérica, enquanto que na quitina, neste, carbono, ocorre a
presenca do radical acetamida. A quitina esta presente no exoesqueleto dos crustaceos,
insetos e na parede celular dos fungos. As principais fontes para a producgéo industrial de
quitina séo as cascas de camardes e carapagas de caranguejos, que possuem composicoes
variadas quanto aos teores de proteinas, sais de calcio, lipideos e pigmentos
(ALEXOPOULOS et al., 1996; SYNOWIECKY E AL-KHATEEB, 2003; DALLAN , 2005;
CAMPOS —TAKAKI, 2005; SURESH et al., 2012). E um polimero linear B-(1-4) 2-acetamido-
2-deoxi-Dglicose (N-acetilglicosamina (Figura 1.1). Por ser um produto natural, ndo deve
ocorrer como composicao Unica e sim com variagdes estruturais. Tais variagdes incluem a
dimensdo das cadeias poliméricas, o conteddo de grupos aminos e acetamido e a
distribuicdo destes ao longo das cadeias. Uma das principais reacfes de derivatizagdo da
quitina € a hidrélise dos grupos acetamido, originando grupos amino, para gerar o polimero
quitosana (SANO et al., 1991, SHEPHERD, et al., 1997; CARDOSO, et al.,, 2012;
JAWORSKA, 2012).

H

QUITINA T

h 1
0 i H
O

Figura 1.1 - Estrutura Quimica da Quitina

(Fonte: AZEVEDO, 2007)
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A formacéo da quitina pode ser dividida em trés etapas. Na primeira, ocorre a agao
catalitica da enzima no espaco citoplasmético para a formac¢do do polimero. A segunda
etapa envolve a translocag¢do do polimero formado, pela membrana citoplasmatica, e sua
deposi¢cdo no espaco extracelular. A terceira e Ultima etapa completa o processo, unindo os
polimeros (de forma espontanea) em microfibrilas cristalinas. As microfibrilas se combinam
com outros agucares, proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos para formar as paredes
celulares presentes nas hifas dos fungos e nos exoesqueletos dos artrépodes, como
também cuticulas e matrizes peritréficas, observadas em crustaceos e insetos (KUMAR et
al., 2004; DALLAN, 2005; DENG et al., 2007; COSTA - JUNIOR, 2008).

A quitina apresenta trés polimorfos a, B, e y, que diferem quanto ao arranjo do
polimero no estado sélido (Figura 1.2), decorrentes de disposi¢des distintas das cadeias do
polimero nas lamelas ou folhas que constituem os dominios cristalinos. Essas cadeias de
quitina apresentam extremidades redutora e ndo-redutora. A a exibe todas as suas cadeias
de forma antiparalela, a B as cadeias obedecem a um paralelismo e a y as cadeias se
dispoe em duplas paralelas, alternadas por uma antiparalela (KRAMER E KOGA, 1986; IMAI
et al, 2000; CARDOSO et al, 2007; COSTA — JUNIOR, 2008).

a Quitina B Quitina y Quitina
Figura 1.2 - Estruturas polimérficas da quitina

(Fonte: ANTONINO, 2007)

1.3.2 Quitosana

A quitosana é um biopolimero (polissacarideo), que possui uma estrutura molecular
guimicamente similar a fibra vegetal chamada celulose, diferenciando-se somente nos
grupos funcionais. A Figura 1.3 mostra a comparacdo das estruturas moleculares da
celulose e da quitosana, onde os grupos hidroxila (OH) estéo dispostos na estrutura geral do
carboidrato para a celulose e grupos amino (NH2) para a quitosana. E solGvel em meio
acido devido a presenca de grupos amino livres ao longo da cadeia do polimero, formando

um polimero catiénico, com a protonacao (adicdo de protons) do grupo amino (NH3 +), que
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confere propriedades especiais diferenciadas em relagéo as fibras vegetais (MUZZARELLI,
1997; SANTOS, 2004; CARDOSO, 2007; BERGER et al., 2011).

Foi descoberta no século XIX, mas somente nas Ultimas duas décadas é que esse
polimero tem sido mais explorado em funcéo de ser uma fonte renovavel e biodegradavel e
também, devido ao aumento recente no conhecimento da sua funcionalidade nas aplicagcbes
biotecnologicas e biomédicas (SILVA et al., 2006; COSTA et al.,, 2008 GARCIA et al.,
2008).

celulose

.NHCOCHT H NHCOCHS n

fuitina

quitosana

Figura 1.3 - Comparacéao das estruturas moleculares da celulose e da quitosana

(Fonte: AZEVEDO, 2007)

A quitosana é obtida a partir da desacetilacdo da quitina. Na literatura € comum
aceitar materiais obtidos a partir da quitina, com grau de desacetilacdo superior a 75% e
soluveis em &cidos como 0 acético e o férmico. Sua estrutura quimica é constituida de
unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicopiranose
interligadas por ligagBse glicosidicas B-(1-a) (Figura 1.4) (SANTOS et al, 2003,
KRAJEWSKA, 2004; BERGE et al., 2011).
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Figura 1.4 - Estrutura Quimica da Quitosana
(Fonte: AZEVEDO, 2007)

A fonte comercial da quitinosa tem sido a carapaca de camardo, de moluscos, de
caranguejo e lagostas, contudo a aquisi¢ao, o isolamento industrial deste polimero € limitado
por alguns problemas como a sazonalidade, a poluicdo ambiental causada por descarte de
grandes quantidades de residuos provenientes do processo industrial, sem falar na limitagéo
que o0s crustaceos provocam em certos humanos que apresentam alergia aos mesmos e
aos seus derivados. Além do seu processo de desacetilagdo (termoquimica) que utiliza
solugcbes alcalinas fortes em altas temperaturas que podem poluir o meio ambiente
(CAMPANA — FILHO et al, 2007; STANFORD et al., 2008; BERG et al., 2011).

1.3.3 Cristalinidade da quitosana

No estado so6lido, a quitosana € um polimero semicristalino. Sua morfologia tem sido
bastante investigada, e muitos polimorfismos sdo mencionados na literatura. Cristais de
quitosana séo obtidos usando a desacetilacdo completa da quitina de baixo peso molecular.
Na difragdo de raios-X da quitosana é observada uma célula unitaria ortorrémbica. Essa
célula unitaria contém duas cadeias antiparalelas de quitosana e nenhuma molécula de
agua. A Figura 1.5 ilustra 0 esquema de uma célula ortorrémbica e a Figura 1.6 mostra as
trés projecdes (CLARK, 1936; OGAWA, 1991; OGAWA et al., 1992; OGAWA et al., 2004;
COSTA-JUNIOR, 2008).
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0,507 nm : J’ 0,844 nm

Figura 1.5- Célula unitaria ortorrombica

(Fonte: DEMARQUETE, 2001).

Figura 1.6 - Célula unitaria da quitosana evidenciando as trés projecdes
(Fonte: RINAUDO, 2006).

1.3.4 Solubilidade da quitosana

A quitosana normalmente é insollvel em solu¢bes aquosas, com pH superior a 6,5,
sendo também insolUvel em acidos concentrados, alcalis, alcool e acetona. A solubilidade

da quitosana estara intimamente relacionada com a quantidade de grupos amino protonados
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(-NH**) na cadeia plolimérica. Quanto maior a quantidade destes grupos, maior o nimero de
interagcBes eletrostaticas repulsivas entre as cadeias e também maior a sua solvatacdo em
agua. Assim, o conhecimento preciso do teor de grupos —NH, € um fator de muita
importancia e que podera condicionar a utilizagdo da quitosana nas suas diferentes
aplicacdes (YAMAGUCHI et al.,1981; THARANATHA; KITTUR 2003; SINGH et al., 2008;
BERG et al., 2011).

A solubilidade da quitosana em solugéo 1% ou 0,1mol/L de &cido acético demonstrou
gque a quantidade de &cido necessariamente depende da quantidade de quitosana a ser
dissolvida. A concentracdo de protons necessdaria € no minimo igual a concentracdo de
unidades -NH2 envolvidas (RINAUDO, 2006; SINGH et al., 2008).

1.3.5 Grau de desacetilacdo e massa molar

Na literatura € possivel encontrar grandes variacdes nas propriedades fisicas e
biol6gicas dos filmes e membranas de quitosana associadas as caracteristicas MW e GD
gue podem estar atribuidas a diversas combinac¢des além da relacdo MW/GD, mas também
a forma de obtencdo do polimero, origem, modo de preparacdo dos filmes ou membranas,
temperatura e tempo de secagem e assim por diante. E observado que em valores médios
para GD (60% a 80%) e MW (150kmol/kg a 450kmol/kg) o comportamento da quitosana
apresenta melhor possibilidade de modulacdo das propriedades a partir da mistura com
outros polimeros e/ou com a reticulacdo quimica (KURITA,1998; CHEN et al., 2006;
SANTOS, 2006; TRUNG, 2006;).

Para determinar o grau de desacetilacdo da quitosana podem ser utilizadas diversas
técnicas como analise elementar, titulagcdo potenciométrica (TAN, 1998; TOLAIMATE, 2000;
TORRES et al.,, 2005), espectroscopia de ultravioleta FTIR. A escolha da técnica vai
depender do processo de purificacdo, da solubilidade da amostra e da disponibilidade do
equipamento. Em funcdo da rapidez e devido a capacidade da quitosana em formar
solugdes viscosas 0 método mais indicado para a determinagdo da massa molar média da
guitosana é a viscosimetria, podendo também ser usado a cromatografia de permeagéo em
gel, a espectrometria de espalhamento de luz entre outros (SHIGEMASA, 1996; SANTOS,
2004; WU, 2008).
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1.3.6 Fermentacdo Microbiana

O processo de fermentagdo microbiana € um fenémeno quimico que ocorre através
da intervencdo de elementos biol6gicos, tais como micro-organismos que convertem
substancias organicas. Esses "agentes biologicos" produzem enzimas que tém a
capacidade de desencadear ou acelerar um processo quimico (PANDEY, 2000; KUMAR et
al, 2004).

Os tipos de fermentacgdes utilizadas séo:

e Fermentacdo submersa
e Fermentacdo em superficie liquida
e Fermentacdo em estado sélido

e Fermentacdo em estado semi-solido

1.3.7 Fermentacdo Semi-Solida (FSS)

A Fermentagdo Semi-Sdlida aplica-se ao processo de crescimento de micro-
organismos sobre substratos sélidos sem a presenca de agua livre. Esses substratos que
compdem os meios devem conter fontes de carbono e energia, fontes de nitrogénio,
substancias minerais e fatores de crescimento como vitamina B, aminoacidos, nucleotideos
e acidos graxos. As fontes de carbono, especialmente carboidratos, podem ser: glicose
(pura ou de amido hidrolisado), lactose (pura, soro de leite ou de queijo), amido ou fécula de
cevada, centeio, trigo, aveia, farinhas e farelos diversos, soja, amendoim, algodao, batata,
batata-doce, mandioca, sorgo e sacarose (melaco de cana, de beterraba ou acucar
refinado). As fontes nitrogenadas podem ser: cevada, melaco de beterraba,agua de
maceracgdo de milho, farinha de aveia, farinha de centeio, farelo de soja. Os principais micro-
organismos cultivados em meio sélido sao fungos filamentosos (SILVA et al.,, 2006;
SLIVINSKY, 2007).

A vantagem de utilizar a FSS ocorre devido a sua simplicidade e proximidade das
condicbes de crescimento natural de muitos micro-organismos, especialmente fungos, do
consumo reduzido de energia e da auséncia de equipamentos complexos e sistema de
controle sofisticado. Nessa fase o ar, necessario ao desenvolvimento microbiano, deve
atravessar 0s espagos vazios do meio a pressodes relativamente baixas. O substrato ndo
deve apresentar aglomeragdo das suas particulas individuais. O crescimento microbiano

ocorre em condicBes mais proximas as dos habitats naturais. A solubilidade e difusdo de
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oxigénio e outros gases, sdo maiores, tornando possivel a obtencdo de esporos que séo
impossiveis de se obter em cultura submersa (MORAES et al., 2000; COELHO, 2007,
WANDERLEY et al., 2011; SURESH et al., 2012).

1.3.8 Batata doce

A batata doce (Ipomoea batatas L.) € uma dicotiledénea da familia Convolvulaceae,
gue € originaria da américa tropical, tendo como provavel centro de diversidade o Nordeste
da América do sul (RIBEIRO FILHO, 1967). E uma 6tima fonte de nutrientes, especialmente
de energia, devido a concentracdo de carboidratos, agucares, sais minerais, vitaminas A, C
e do complexo B (MIRANDA et al., 1989).

Muitos meios de cultura sintéticos sdo utilizados para fermentacdo de fungos e
consequente produgdo de quitina e quitosana AMORIN et al. (2001); POCHANAVANICH &
SUNTORNSUK (2002); FRANCO et al. (2005); SILVA et al. (2006); SILVA et al. (2007);
CARDOSO et al. (2010), a substituicdo destes meios por substratos alternativos de baixo
custo mostram-se favoraveis para uma futura producdo em larga escala destes
biopolimeros. A batata doce vem fazendo parte das chamadas novas metodologias de
producdo, onde se utiliza substratos naturais, de simples composi¢cao e baixo custo. Devido
a sua composicao vem sendo utilizada na formulagcdo de meios, como fonte de carbono,
para crescimento de fungos (AMORIN et al., 2006; STAMFORD et al., 2007; KLEKAYAI &
SUNTORNSUK, 2010; FAl et al., 2011).

1.3.9 Milhocina

A milhocina é um rejeito da 4gua de lavagem e embebicdo dos graos de milho
guando do fracionamento em amido e germe (6leo), contendo 40% de sdélidos (FONTANA et
al.,, 2000). A obtencdo da milhocina é realizada através da maceracdo do milho, que
apresenta um teor de proteina de 25%, como fonte de nitrogénio essencial para o
crescimento celular. A milhocina pode duplicar ou triplicar o teor de carotendides totais e a
utilizacdo do milho levemente triturado como meio alternativo para crescimento de fungos,
permite bom crescimento e esporulacdo, podendo ser utilizado com vantagens tecnolégicas
e econbmicas (MORAES et al., 2000; FONTES et al., 2008).
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1.3.10 Fungos

Os fungos sdo seres eucaritticos heterotroficos, unicelulares ou multicelulares,
altamente eficientes na degradacdo de uma ampla gama de substratos. Tem a parede
celular constituida por quitina, galactose e manana, alguns também podem apresentar
celulose. As formas unicelulares podem formar estruturas alongadas denominadas de
pseudo-hifas. As formas filamentosas apresentam estruturas tubulares, denominadas de
hifas, onde o conjunto de hifas recebe o nome de micélio (TRUFEM, 2000; AZEVEDO,
2004; CARDOSO, 2007; THOME, 2011).

Os fungos somente a partir de 1969, é que passaram a ser classificados em um
Reino a parte, denominado Fungi, antes desta data eram considerados vegetais.
Apresentam um conjunto de caracteristicas que permitem sua diferenciacdo das plantas:
nao sintetizam clorofila nem qualquer pigmento fotossintético e ndo armazena amido como
substancia de reserva. Os fungos séo ubiquos, encontrando-se em vegetais, em animais, no
homem, em detritos e em abundancia no solo, participando ativamente do ciclo dos
elementos na natureza (SEPULVEDA, 2010).

As hifas da maioria das espécies séo divididas por paredes transversais, chamadas
septos. Denominadas hifas septadas. Em outras espécies, 0s septos ocorrem somente na
base de estruturas reprodutivas (esporangios e gametangios) e em porgdes mais velhas e
vacuolizadas das hifas. As hifas que ndo contém septos sdo chamadas asseptadas ou
cenociticas, o que significa possuir um citoplasma comum ou ser multinucleada (Figural. 7).
Cada hifa tem em torno de 5 um a 10 um de largura e é formada pela reunido de muitas
células. As paredes rigidas das hifas sdo formadas de quitinas, celuloses e glicanas (SILVA
E COELHO, 2006).

Figura 1.7 - Estrutura de uma hifa septada e de uma hifa ndo septada
(Fonte: NARCISO, 2012)
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O micélio que se desenvolve no interior do substrato, como elemento de sustentagéo
e de absorcéo de nutrientes, é chamado de micélio vegetativo. O micélio que se projeta na
superficie e cresce acima do meio de cultivo € o micélio aéreo. Quando o micélio aéreo se
diferencia para sustentar os corpos de frutificagdo ou propagulos, constitui 0 micélio
reprodutivo. O modo de reproducdo dos fungos assume fundamental importancia em sua
caracterizacdo morfolégica, uma vez que diferentes tipos de reproducéo traduzem-se em
diferentes tipos morfolégicos (AZEVEDO, 2004; NARCISO, 2012) (Figura 1.8).

A B

Estrutura reprodutora

Ciclo de vida de
los hongos

Estruturas produtoras
de esporos

Figura 1.8 - A - Ciclo de vida dos fungos — B - Estrutura Reprodutora
(Fonte: NARCISO, 2012)

Os fungos apresentam uma grande diversidade ecoldgica, morfologica e fisioldgica,
tornando dificil generalizar as suas caracteristicas, onde sdo reconhecidos trés grupos
distintos: fungos filamentosos, leveduras e cogumelos, sendo os dois primeiros fungos
microscopicos e o terceiro macroscopico (THOME, 2011). A classificacdo Taxonomica
segundo Hawksworth et al.(1995) e Cardoso (2007), inclem os Filos Ascomycota,

Zygomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e os fungos mitosporicos

1.3.11 Zygomycetes

No Reino Fungi os Zygomycetes sdo representados por seis ordens: Mucorales,
Glomales, Entomophthorales, Kickexellales, Endogonales e Dimargaritales. Os

Zygomycetes sdo fungos que crescem rapidamente em praticamente qualquer substrato de
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carboidratos. S&o fungos sexuados, terrestres filamentosos que vivem no solo como
decompositores ou parasitas de plantas, insetos e de outros animais. Eles podem ser
encontrados tanto no solo, como na matéria organica em decomposi¢do, incluindo
alimentos, como frutas, paes, e sementes. O Filo Zygomycota compreende todos os fungos
gue produzem zigésporos formados em zigosporangio de parede espessa, proveniente da
conjugacdo de duas hifas hapléides. Também se reproduzem assexuadamente através de
esporangiésporos, formados dentro de esporangios. Apresentam hifas cenociticas, com
septos normalmente encontrados somente em hifas que delimitam esporangios e
gametangios, ou em partes mais velhas do micélio (ALEXOPOULOQOS et al., 1996; TRUFEM,
2000; AMORIM, 2005; ZAMANI et al., 2007). Possuem quitina e quitosana em sua parede
celular (CAMPOS-TAKAKI, 2005; STAMFORD et al., 2008; CAMPOS-TAKAKI; DIETRICH,
20009).

1.3.12 Ordem Mucorales

A Ordem Mucorales é a que possui maior quantidade de quitina e quitosana em suas
paredes celulares. Ela contém o maior nimero de representantes (56 géneros e 300
espécies), abriga individuos saprébios ou patdégenos oportunistas. Constitui uma Classe que
pertence a divisdo Zygomycotina, Filo Zygomycota, Classe Zygomycetes, Género Mucor.
Possuem 13 familias: Chaetocladiacea (dois géneros, sete espécies), Choanephoracea (trés
géneros, cinco espécies), Cunninghamellaceae ( um género, sete espécies), Gilbertellaceae
( um género), Mortierellacea (sete géneros, cento e seis espeécies), Mucoraceae (vinte
géneros, cento e vinte e duas espécies), Mycothyphaceae (dois géneros, seis especies),
Phycomycetaceae ( um género, trés espécies), Pilobolaceae (trés géneros, treze espécies),
Radiomycetaceae (dois géneros, quatro espécies), Sakseneaceae (um género),
Syncephalastraceae ( um género, duas especies) e Thamnidiaceae (doze géneros, vinte e
duas especies) (HAWKSWORTH et al., 1995; SYNOWIECKI et al., 199;7 ANDRADE et al.,
,2000; FRANCO et al., 2004; CARDOSO, 2007; CAMPOS — TAKAKI ; DIETRICH, 2009).

A producéo de quitina e quitosana, a partir da biomassa micelial de fungos da ordem
Mucorales, pode ser utilizada como uma alternativa, ja que é um processo facil e
economicamente viavel onde € possivel efetuar a extragdo simultanea de quitina e
quitosana (FRANCO et al., 2004; STAMFORD et al, 2007; AMORIM et al., 2005; BERGER
et al., 2011).
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1.3.13 Género Mucor

Os fungos deste género apresentam coldnias de cor branca a bege ou cinza com
crescimento rapido. Quando em meios de cultura elas podem atingir varios centimetros de
altura. Colbnias mais antigas tornam-se cinzentas a acastanhadas devido ao
desenvolvimento de esporos (ALVES, 2004). Sao saprébios comumente encontrados no
solo, vegetais, frutos, sementes e outros materiais em decomposi¢cdo (STRAPAZZON, 2007,
ZANOTELLI et al, 2011).

Os esporangi6foros de Mucor podem ser simples ou ramificados e formam
esporangios globulares apicais suportados e elevados por uma columela. As espécies de
Mucor diferenciam-se dos géneros Absidia, Rhizomucor, e Rhizopus pela forma e insercéo
da columela, e por ndo terem rizOides. Algumas espécies de Mucor produzem
clamidésporos (ALVES, 2002). Formam-se esporangiéforos hifais erectos durante a
reproducdo assexuada, onde a ponta do esporangiéforo incha formando um esporangio
globoso que contém esporangiésporos haploides mononucleados. Uma extensdo do
esporangiéforo chamada columela, penetra o esporangio. As paredes do esporangio sao
facilmente rompidas libertando os esporos, 0s quais prontamente germinam formando um

novo micélio em substratos apropriados (BOSSOLAN, 2002).

Durante a reproducdo sexuada, estirpes compativeis formam hifas curtas e
especializadas chamadas gametangios. No ponto onde dois gametangios complementares
se fundem, desenvolve-se um zigosporangio esférico com paredes espessas, o qual
tipicamente contém um Unico zigosporo. Nos zigosporos, acredita-se que sdo de longa
duracdo e resistentes a condi¢cdes adversas, ocorre cariogamia nuclear e meiose.
(AMORIM, 20086).

O género Mucor contém cerca de 50 espécies reconhecidas, com duas ainda ndo
classificadas. O Mucor subtilissimus é uma das especies que apresenta granulado em
cada extremidade dos esporangiésporos (HAWKSWORTH et al.,1995).

1.3.14 Os Fungos na Biotecnologia

Atualmente muitas espécies de fungos tém sido testadas e utilizadas para a
producao de substancias de interesse industrial ou na area da saude: O etanol, acido citrico,
acido glucbnico, aminoacidos, vitaminas, nucleotideos e polissacarideos sdo exemplos de

metabolitos priméarios produzidos por fungos, enquanto que os antibidticos constituem
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importantes metabdlitos secundarios além da aplicacdo em industrias de fermentacao,
novos aspectos biotecnoldgicos tém sido explorados, inclusive de carater ambiental, ou seja,
os fungos podem atuar como agentes benéficos a melhoria do meio ambiente: Tratamento
de residuos liquidos e biorremediagéo de solos poluidos; Mineralogia e biohidrometalurgia;
Producdo de biomassa, incluindo proteina comestivel; Tecnologia de combustiveis,
particularmente na solubilizacdo de carvdo; Emprego em controle biologico. Algumas
aplicacdes biotecnoldgicas dos fungos séo: Producdo de proteina unicelular; Producéo de
inseticidas; Producdo de vacinas; Producdo de antibiéticos; Producao de etanol; Producao
de acidos organicos: acido acético, acido latico; acido propidnico; acido citrico; acido
glucénico; Producdo de aminoacidos - lisina, &cido glutdmico; Producdo de enzimas;
Producao de solventes; Producdo de polissacarideos; Producdo de lipideos; Producdo de
alimentos por fermentacao latica: picles, azeitona, queijo, chucrute, iogurte (GUERRA, 2006;
SILVA ; COELHO, 2006; NARCISO, 2012). (Figura 1.9).

Figura 1.9 - Fungos usados em Biotecnologia
(Fonte: NEUFELD, 2006)

1.3.15 Aplicabilidade da quitina e quitosana

A quitosana atualmente é produzida em grande escala em diversos paises, iSso se
da, devido a facilidade de se obter o polimero em vérias formas fisicas, onde muitas
aplicagdes industriais tém surgido (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).
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A quitosana pode ser apresentada na forma de microesfera, fibra, matriz porosa,
membrana densa e porosa, filme, comprimidos, micro e nanoparticulas, granulados,
lipossomas, géis e hidrogeis. Dentre as diversas aplicacdes estéo: a liberagdo controlada de
farmacos (LIU et al., 1997; DHANIKULA et al., 2004; SMITH et al., 2004; CHAE et al., 2005;
TA et al., 2008), engenharia de tecido 6sseo (FAKHRY et al., 2004; SHIROSAKI et al., 2005;
KONG et al., 2006; SHIROSAKI et al., 2008), engenharia de tecido nervoso (MINGYU et al.,
2004), engenharia de tecido epitelial (CARRENO_GOMEZ; DUNCAN, 1997; CHATELET et
al., 2001; FAKHRY et al., 2004; LIU, et al., 2005; SILVA et al., 2005; NEAMNARK et al.,
2008), conjugado para anticoagulagéo (LIU et al., 2004; COSTA-JUNIOR, 2008).

As propriedades fisico-quimicas da quitosana exploradas para propdsitos bioldgicos
séo hidrofilicidade, carga elétrica positiva, capacidade de reticular e dessolvatar. Além das
suas propriedades biotecnolégicas como biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa
toxicidade, capacidade de se aderir a superficies mucosas e a possibilidade de se ligar a
proteinas, enzimas, genes, acidos nucleicos e lipideos &cidos (SYNOWIECKI; AL-
KHATEEB, 2003; THARANATHAN; KITTUR, 2003; SINGH et al., 2008).

O desenvolvimento do conhecimento e aprofundamento cientifico da quitina e suas
aplicacdes nos ultimos anos estéo relacionados a: (KUMAR et al.,, 2004; DALLAN, 2005;
COSTA JUNIOR, 2008).

1) avancos tecnologicos (rotagdo, corante, absorgcdo de espécie soluveis, de ingredientes

funcionais em cosméticos);

2) significancia bioquimica (coagulagdo do sangue, restauracdo de lesdo, regeneragéo

Ossea, atividade de imunoadjuvante);
3) inibicdo de biosintese (inseticidas);

4) enzimologia da quitina (isolagdo e caracterizagdo das quitinases, de sua biologia

molecular, de biosintese, de hidrélises com atividade quitinoliptica ndo especifica);

5) combinacbdes de quitosana com o0s polimeros naturais e sintéticos (enxertos,

complexacgédo de polieletrélitos; misturas, revestimentos);

6) uso da quitosana como um suplemento dietético e de preservacdo de alimentos (produtos

dietéticos anticolesterolémico, revestimentos antimicrobial para graos e de frutas exoticas).

A gquitosana vem sendo utilizada na preservacao de alimentos (SHAHIDI et al., 1999;
FRANCO et al., 2004; DUTTA et al., 2004); na industria farmacéutica; na biomedicina devido
a sua capacidade antibacteriana e antifungica contra micro-organismos patégenos do
homem e também a sua capacidade de inibir a proliferacdo de células cancerigenas
(KUMAR et al.,, 2012); no clareamento de sucos; na biorremediacdo por adsorcdo de
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corantes (PIRILLO et al., 2009; NESIC et al., 2012), metais pesados, e outros residuos
poluentes no meio ambiente; na fabricacdo de embalagens (SHAHIDI et al., 1999; FRANCO
et al., 2004), na preservacdo de frutas, legumes e sementes contra a deteriorizagdo por
micro-organismos, para estimular o sistema imune da planta, proteger a planta contra o
ataque de patdgenos (GHAOUTH et al., 1992; HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008),
favorecer o seu crescimento e consequentemente aumentar a producdo vegetal (OTHA et
al.,2000; RABEA et al.,2003), na agricultura (BERGER et al., 2011a) e como antifingico
(SAJOMSANG et al., 2012; YANG et al., 2012). (Tabela 1.1).

A quitosana pode ser utilizada como um filme protetor biodegradavel para
embalagens de frutas com o objetivo de melhorar a sua conservacgao, pode ser utilizada na
clarificacdo de sucos, na agricultura para estimular o crescimento de micro-organismos
produtores de quitanase que destroem nematoides patogénicos, além de estimular o
crescimento de plantas, uma vez que regula a transcricdo de genes envolvidos com a
producdo de enzimas ligadas a resisténcia da planta as doencas e insetos. Serve também
como fonte de carbono para os micro-organismos do solo, contribuindo para acelerar o
processo de mineralizacdo da matéria organica e liberacdo de nutrientes, que sé&o
absorvidos pela planta (RABEA et al., 2003; HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008.
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Tabela 1.1- Aplicacdes da quitosana
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Meio Ambiente

IndUstria de
alimentos

IndUstria de cosméticos

IndUstria
Médica/farmacéutica/

Odontoldgica

Purificacéo de
aguas residuais de
indastrias

Remocéao de
pesticidas

Remocéao de
policarbonatos

Absorvente na
remocao de pesais
pesados

Recuperacao de
residuos solidos

Meio de troca
ibnica

Imobilizac&o de
micro-organismos

Remocéao de
corantes

Suplementos
nutricionais

Emulsificantes

Alimentos
funcionais

Estabilizantes

Clarificantes de
bebidas

Protecéo
bactericida de
sementes

Filmes para
embalagens de
frutas

Corantes

Xampus e
condicionadores

Emolientes

LogOes e cremes
protetores

Umectantes

Produtos dentarios

(cremes dentais)

Encapsulamento de
fragrancias, pigmentos e
ingredientes ativos.

Gel

Perfumes

Carreador de
medicamentos

Imobilizagéo de
enzimas

Reducéo do colesterol

Agentes cicatrizantes

Regeneracgéo da pele

Agente antebactericida

Tratamento da

osteoartrite

Reducéo da placa
bacteriana, da carie.

Redutor do peso
corporal

1.3.16 Corante téxtil

O crescimento industrial industrial resultou em uma série de produtos necessarios

para a sociedade atual.

Dentre os processos industriais estd a inddstria téxtil e seus

métodos de tingimento utilizando uma variedade de corantes (MITTER, 2013).
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A utilizacdo de corantes é bastante antiga, desde os primérdios das civilizages.
Eram predominantemente de origem natural, provenientes de vegetais, moluscos e
minerais. Pela sua propria natureza, séo facilmente detectados a olho nu, sendo visiveis em
concentracdes muito baixas. Podendo, portanto, por menor que seja a quantidade, causar
drésticas mudancas de coloracdo nas dguas (SHARKWY et al, 2007; MITTER, 2013).

Com a grande quantidade de corantes reativos utilizados pelas industrias téxteis,
ocorre contaminacdo de efluentes durante os processos de tingimento por uma série de
contaminantes - incluindo acidos ou compostos alcalinos, sélidos sollveis e compostos
téxicos, apresentando-se fortemente coloridos. A remocdo desses corantes € um dos
maiores problemas enfrentados pela inddstria atualmente, jA que estes impedem a
passagem da radiacdo solar afetando os seres vivos que habitam estes ecossistemas
aquaticos. Esses compostos podem permanecer por cerca de 50 anos nos ecossistemas
terrestres e aquaticos, pondo em risco sua estabilidade (BANAT et al ., 2005;
EHRAMPOUSH et al., 2011).

Do ponto de vista toxicolégico, devido a sua alta solubilidade em agua, os corantes
téxteis podem ser absorvidos por varios organismos. Eles reagem com fibras naturais e
podem reagir com proteinas e com a celulose nos vegetais, além de promoverem alteracdes
na atividade fotossintética destes nos sistemas aquaticos. A busca por meios de remocéao
vem despertando relevante interesse no meio cientifico. Dentre os processos utilizados, a
adsorcao, considerada superior a outras técnicas, é a mais praticada no setor industrial.
Esta técnica envolve a retencdo de um fluido (adsorvido), no caso o corante, por uma
superficie solida (adsorvente). A grande vantagem deste processo é a possibilidade de
recuperacao do corante concentrado e a reutilizacdo do adsorvente no processo (ALLEN;
KOUMANOVA, 2005).

A adsorcao pode ser realizada através de compostos naturais ou sintéticos. Um dos
compostos mais usados é o carvao ativado. Que apresenta inUmeras desvantagens, tais
como alto custo, ineficiéncia com alguns tipos de corantes e processos de regeneragdo. Na
tentativa de substituir o carvao ativado, procura-se por outros adsorventes constituidos de
materiais soélidos, preferencialmente naturais; que devem estar em abundancia na natureza
e se possivel, provenientes de residuos agricolas ou industriais para baratear o custo das
técnicas de adsorcdo. Uma das alternativas € a utilizacdo da quitosana, que vem sendo
aplicada obtendo bons resultados de remocdo (ALLEN; KOUMANOVA, 2005; VIEIRA;
BEPPU, 2006; CRINI, 2006; WANG et al, 2011).
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1.3.17 Corante azul de Metileno

O azul de metileno é um composto aromatico heterociclico, sélido verde escuro,
soluvel em &gua, produzindo solucdo azul, inodoro, com férmula molecular: C16H13CIN3S e
massa molar 319.85 g/mol ( Tabela 1.2). O azul de metileno é usado como um corante
bacteriolégico e como indicador. Tem muitas aplicagdes nos mais variados campos como o
da biologia, da quimica, ciéncias médicas e outros. (ALLEN; KOUMANOVA, 2005;
ZENDEHDEL et al, 2011).

Tabela 1.2 Propriedades e estrutura quimica do azul de metileno(AM)

PROPRIEDADES

Nome do corante Azul de metileno
Formula Molecular C15H1sCIN3S
Peso Molecular g/mol 319.85
Caracteristicas Composto aromatico heterociclico
Solubilidade Soluvel em 4gua
[_,.- .-:.:::'-'l -~ N _:.:.[_.- S
Estrutura quimica . __| | ;
H*C"N AN NE CHz
CH- Cl CH-

Alguns corantes basicos apresentam atividade bioldgica e séo utilizados como anti-
seépticos. O azul de metileno apresenta em sua composi¢do a estrutura da fenotiazina,
composto que estd presente em antihistaminicos e antipsicéticos. Pode ser utilizado na
producdo de papel e fabricacdo de celulose, tingimento de tecidos, tratamento de couro,
impressdo, e outros materiais como poliésteres e nylons. A maioria das solu¢cBes usadas
contendo o azul de metileno sado descartadas como efluentes, 0 mesmo é toxico e polui o

meio ambiente. A sua remocédo € um grande problema ambiental (WANG, et al, 2011)

7

Em relacdo a outros corantes o AM ndo é considerado 0 mais toxico, porém o
contato com ele pode ocasionar danos a saude como aumento da frequéncia cardiaca,
vomitos, choque, cianose, ictericia, Tetraplegia e necrose dos tecidos.Também este corante
na agua pode afetar a vida das plantas (PAULINO et al, 2006.; UDDIN et al., 2009).

Por todas as caracteristicas apresentadas, o azul de metileno torna-se um residuo
dificil de tratar e, sendo catidnico, tem alta reatividade e capacidade de reagir com quase
qualquer substrato (PAULINO ET al., 2006; UDDIN ETA al., 2009; ZENDEHDEL ET al,
2011).
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RESUMO

Estudos foram realizados com Mucor subitilissimus UCP/WFCC 1261 isolado de solo da
caatinga de Pernambuco, Brasil, visando a producdo de bimassa e quitosana por
fermentacéo semi-sélida (FSS), através de planejamento fatorial de 2°, utilizando substratos
agroindustriais, como batata doce (Ipomea batatas L.), extrato de levedura, suplementados
com milhocina. A quitosana foi extraida da biomassa do M. subtilissimus por desproteinagéo
com solucdo de NaOH 1M. Os resultados apresentaram maior producdo de biomassa
correspondente a 13,32g/L no ensaio 5 (30g de batata doce, 8ml de milhocina, ndo foi
utlizado o extrato de levedura) e para quitosana foi de 120,96 g/100g de biomassa o ponto
central (20g de batata doce, 6ml de milhocina e 0,1ml de extrato de levedura) sendo
caracterizada por apresentar 60°% de desacetilacdo. Os meios formulados com batata doce,
extrato de levedura e milhocina demonstraram uma composi¢cdo quimica rica em nutrientes
e se mostra adequado, de baixo custo para producdo alternativa para producdo de
biomassa e de quitosana. Além disso, o Mucor subtilissimus apresentou elevado potencial

biotecnoldgico para a producéo de quitosana.

Palavras-chave: Quitosana, fermentacéo semi- sélida, batata doce.
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ABSTRACT

Studies were done with Mucor subitilissimus UCP / WFCC 1261 isolated from soil of
caatinga of Pernambuco, Brazil, aiming at the production of DMF ensured and chitosan by
solid state fermentation (SSF) through factorial design of 23, using agroindustrial substrates,
such as sweet potatoes (Ipomoea batatas L.), yeast extract, supplemented with corn steep
liquor. Chitosan is extracted from the biomass of M. subtilissimus by deproteination with 1M
NaOH solution. The results showed higher biomass production corresponding to 13.32 g/ L
in test 5 (30g sweet potato, 8ml milhocina was not utlizado yeast extract) and chitosan was
120.96¢g / 100g biomass midpoint (20g sweet potato, corn steep liquor and 6ml of 0.1 ml of
yeast extract) being characterized by the 60 "% of deacetylation. The media formulated with
sweet potato, yeast extract and corn steep liquor showed a chemical composition rich in
nutrients and is more appropriate, low-cost alternative for producing biomass and chitosan.
Furthermore, Mucor subtilissimus showed high biotechnological potential for producing

chitosan.

Keywords: Chitosan, Semi-solid fermentation, sweet potatoes.

2.1 INTRODUCAO

De acordo com as suas propriedades e também pela facilidade de producéo, os
polimeros naturais vém sendo utilizados em diversas areas. A quitina e a quitosana
destacam-se entre os polimeros com maior potencial biotecnoldgico [1]. O desenvolvimento
de novos materiais baseados na quitosana, a serem empregados em aplicacdes
tecnoldgicas, apresenta um campo de pesquisa muito amplo, o que tem sido corroborado
pelo grande namero de publicacdes cientificas [2].

A carapaca de crustaceos é a fonte mais utilizada destes biopolimeros, sendo que o
processo de extracdo utiliza a desacetilacdo termoquimica que apresenta desvantagens
para a economia e meio ambiente [3,4,5], ao contrario do que ocorre com 0 processo de
desacetilacdo enzimética com a participa¢do da quitina deacetilase. Essa enzima acontece
naturalmente em fungos, como os da ordem Mucorales, e é responsavel pelo processo de

desacetilacdo da quitina para formar a quitosana[6,7,8,9] .

Vérios trabalhos vém demonstrando o crescimento de diversas espécies de fungos,
principalmente os representantes da classe Zygomycetes, ordem Mucorales, cujo objetivo é
a maior producdo de biomassa e incremento nos rendimentos obtidos de quitina e quitosana
microbioldgica. Muitos meios de cultura sintéticos e alternativos tem sido testados, e alguns
deles sé@o considerados de baixo custo. Entre os meios alternativos estdo residuos de
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indastrias, e produtos ou residuos agroindustriais como milhocina [9,1011,12,13] e

manipueira [12]. A batata doce tem sido utilizada como um meio de baiso custo [14].

O presente estudo foi realizado avaliando a composi¢cdo quimica do meio de cultivo
contendo batata doce, extrato de levedura e milhocina para a producdo de biomassa por

Mucor subtilissimus e de quitosana.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Micro-organismo

Neste trabalho o micro-organismo utilizado foi a linhagem Mucor subtilissimus,
UCP/WFCC 1262, isolada de solo da Caatinga do estado de Pernambuco, depositada no
Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais — NPCIAMB, e registrada

no World Federation for Culture Collection (WFCC), sendo mantida no meio BDA a 5°C.

2.2.2 Condic0Oes culturais para producéo de biomassa e de quitosana

O fungo Mucor subtilissimus foi transferido para placas de Petri de 9cm de diametro,
contendo o meio YMA (Extrato de malte: 3g; extrato de levedura; 3g; peptona 5g; glicose
10g; Agar 20g; agua destilada 1000ml), incubados a temperatura de 28°C, por 24 h, para
obtencdo de uma cultura jovem. Discos do micélio foram cortados com o auxilio de um
furador de rolhas (0,8 cm de diametro), estéril. Erlenmeyers de 500ml de capacidade,
contendo (batata doce, milhocina e extrato de levedura),de acordo com o planejamento
(Tabela 2.2), adicionados de 100mL de uma solucdo mineral [sulfato de am&nia (5g); fosfato
bi-basico de potassio (1g); cloreto de sbédio (1g); sulfato de magnésio (0,5g) e cloreto de
sédio 90,1g) por litro], em seguida o pH foi ajustado para 6. Apés esterilizacdo os frascos
foram inoculados com 40 discos do fungo, em seguida foram mantidos em condicao

estatica, por 96 horas a uma temperatura de 28 °C.

2. 2.3. Planejamento fatorial completo

Um planejamento fatorial completo, composto por 8 ensaios e trés repeticdes no

ponto central, foi realizado para analisar os efeitos principais e as intera¢cdes das variaveis

independentes, concentracdo de batata doce, milhocina e extrato de levedura, sob as
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variaveis respostas rendimento de biomassa e de quitosana. Os niveis e valores das

variaveis independentes estudadas estédo apresentados na tabela 2.1.

Tabela 2.1 Valores das variaveis independentes, niveis -1 e +1 e do ponto central

Nivel
Variavel Independe
-1 0 -1
Batata 10 20 30
Extrato de Levedura 0 0,1 0,2
Milhocina 4 6 8

2.2.4 Determinacao da biomassa
Ao final da fermentacéo a biomassa foi coletada por filtragdo em papel Whatman n° 3 e a
biomassa foi lavada, congelada e liofiizada. A biomassa liofilizxada foi colocada em

dessecador até peso constante, sendo expressa em g.L™.
2.2.5 Determinacéo do pH

O pH do liquido metabdlico livres de células foi determinado por potenciometria.
2.2.6 Extracdo da quitosana

A quitosana foi extraida da biomassa do M. subtilissimus de acordo com a
metodologia de Jin Hu [15], Synowicki e Al Khateeb [16] modificada, a qual envolve
desproteinizacdo com hidroxido de sédio 1M (p/v), realizada duas vezes por 15 min.,
seguida de centrifugacéo, hidrélise acida do residuo, com acido acético a 10%. A quitosana
foi obtida por neutralizagédo até pH 10 e o precipitado overnight em geladeira. O co-polimero
obtido, foi lavado com agua destilada e seco em dessecador até peso constante. O

rendimento foi estimado por gravimetria e expresso em mg.g de biomassa.
2.2.7 Caracterizacdo da Quitosana
A quitosana extraida apds o processo de otimizacdo, foi caracterizada pelo método

Espectroscopia ao raio infravermelho, realizado através da central analitica do departamento
de quimica da UFPE (DQF).
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Identificacdo do melhor meio de cultivo para producao de biomassa e quitosana

Os resultados obtidos no planejamento (tabela 2.2) que a maior producdo de
biomassa (11,95 g/L) foi obtida no ensaio 5 usando 30g de batata doce, zero de extrato de
levedura e 8ml de milhocina e o maior rendimento de quitosana (120,96g100/g de
biomassa) no ponto central do planejamento, usando 20g de batata doce, 0,1ml de extrato
de levedura e 6 ml de milhocina. Andrade et al [19] também utilizando fungo filamentoso,
demonstraram rendimento de biomassa (11,0g/L) semelhantes aos resultados descritos
nesse trabalho. Cardoso [17] et al (2007) obteve uma producdo de biomassa (16,8 g/L)

utilizando 8% de milhocina como meio para Rhizopus arrhizus.

NWE et al [14] observaram a producédo de quitosana em fermentacéo soélida a base
de batata doce e solu¢do mineral suplementada com uréia. O fungo utilizado nesse trabalho
(Gongronella butleri) apresentou aumento na producéo de biomassa de 40 g/kg de batata
doce suplementada com 7,2 g de ureia. CHATHERJJE et al [20] considerou que a

composicao do meio de cultura influencia na producédo de quitosana.

Tabela 2.2 Matriz de planejamento 2° descodificada e resultados da fermentacdo de Mucor

subtilissimus: producéo de biomassa, rendimento de quitosana e pH

Batata Extrato de Producéo de RQeSs(;r:::;o
. Doce Milhocina Levedura pH Biomassa
Nivel ) (%VIV) (%pIv) Final (/L) (9/100g de
biomassa)
1 30 4 0 4,01 9,91 45,30
2 10 4 0 4,78 8,12 119,78
3 30 4 0,2 4,01 13,32 81,07
4 10 4 0,2 4,78 8,08 57,18
5 30 8 0 4,01 11,95 31,54
6 10 8 0 5,63 8,01 57,88
7 30 8 0,2 4,01 9,66 65,73
8 10 8 0,2 5,68 8,07 120,81
9 20 6 0,1 4,70 8,65 112,96
10 20 6 0,1 4,01 8,65 93,87
11 20 6 0,1 4,01 8,07 120,96

3.2 Influéncia da batata doce, milhocina e extrato de levedura na producdo de

biomassa.
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O diagrama de Pareto para a influéncia das variavieis batata doce, milhocina e
extrato de levedura na produgédo de biomassa por Mucor subtilissimus (Figura 2.1) mostra
gque o aumento da concentracdo de batata doce produziu efeito positivo, estatisticamente
significativo, sobre o aumento da biomassa. Além disso, o extrato de levedura e a interagcéo
deste com a batata doce contribuem para a producédo de biomassa; jA o aumento milhocina
e da interacdo desta como o extrato de levedura e com a doce maostram nao favorecer
aumento de biomassa. Talvez a diminuigdo da quantidade destas variaveis independentes
em experimentos futuros possa incrementar a producdo de biomassa por esse fungo. Por
outro lado no trabalho de Cardoso [17] que utilizou milhocina a 8% no meio de cultura foi
observado aumento na producéo de biomassa, utilizando Rhizopus arrhizus fungo da classe
Zgomycetes, ordem Mucorales, demonstrando que a milhocina pode ser utilizada,
funcionando como substrato essencial para aumentar a producédo de biomassa. New et al
[14] observaram que o fungo Gongronella butleri apresentou também aumento na producéo
de biomassa (40g/kg) utilizando batata doce suplementado com 7,2 g de ureia.

(1)Batata doce 14,54

@Milhocina .1,915446
1by3 .1,64429

(2)Extrato de levedura

1by2 1,183144

Figura 2.1 Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2* tendo como variaveis independentes as
concentracdes de (1) Batata doce, (2) Extrato de levedura e (3) Milhocina e como variavel resposta

producéo de biomassa por Mucor subtilissimus.

3.3 Influéncia da batata doce, milhocina e extrato de levedura na producdo de

quitosana.

Na figura 2.2 pode-se observar através do diagrama de Pareto os efeitos das

variaveis independentes (batata doce, milhocina e extrato de levedura) na producdo da
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quitosana por Mucor subtilissimus. Esse resultado mostra que o aumento da quantidade

apenas de batata doce e de milhocina no meio de producéo influenciou negativamente na

producdo de quitosana. Marques Silva [18] relata que o aumento na concentracdo de

milhocina ndo apresentaram efeitos estatisticamente significativos sobre o rendimento da

quitosana utilizando o fungo da classe Zygomecetes, ordem Mucorales. O mesmo foi

observado para extrato de levedura e a interagcdo deste com a milhocina. O resultado

observado para a interacdo batata doce e milhocina sugere a utilizagdo de menores

guantidades desses componentes nos experimentos futuros visando melhor otimizacdo do

foi utilizada fermentacédo

em

s

rendimento do biopolimero. No trabalho de NWE et al [14] tamb

com substrato sélido a base de batata doce e solu¢cdo mineral suplementada com diferentes

quantidades de ureia. Esses autores observaram que o maior rendimento de quitosana
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Figura 2.2 — Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2° tendo como variaveis independentes

as concentracdes de (1) Batata doce, (2) Extrato de levedura e (3) Milhocina e como variavel resposta

producéo de quitosana por Mucor subtilissimus.
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3.4 Caracterizacdo da quitosana

As andlise de espectroscopia na regido infravermelha das amostras de quitosana
produzida por Mucor subtilissimus no ponto central do planejamento fatorial 2° (Tabela 2.1),
foram realizadas para a determinacdo do grau de desacetilagcéo.

O grau de desacetilacdo (% DD) €& um pardmetro importante associada as
propriedades fisico-quimicas da quitosana. A quitosa produzida em meio contendo batata
doce, extrato de levedura e milhocina, isolada de Mucor subitilissimus, apresentou as
seguintes bandas: 3451,55 cm™ na regido da deformacao axial de OH; 1641 cm™ referente a
banda amida I, ao estiramento C=0; a banda 1560 cm™ referente ao grupamento amida I;
deformac&o do grupamento N-H no plano CONH; e 1338 cm™ referente & ligacdo CN com
deslocamento de CH2.

A caracterizacdo da quitosana obtida pela biomassa de Mucor subtilissimus através
da anadlise do espectro de infravermelho (Figura 2.3) é similar aos reportados na literatura
[21,22,23] .O perfil do espectro do infravermelho da quitosana apresentou as bandas
caracteristicas: 3450 cm™ na regido da deformacao axial de OH; 1665 cm™ referente a banda
amida |, ao estiramento C=0; a banda 1550 cm™ referente ao grupamento amida I,

deformac&o do grupamento N-H no plano CONH; e 1313 cm™ referente a ligagdo CN com
deslocamento de CH2.

Analista
Diata

%T

134 . . . 2 — === = L

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500400
cm-1

Figura 2. 3 Espectro na regido do infravermelho de quitosana da melhor condicdo de producdo

(Ponto central)
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RESUMO

A eliminacéo inadequada de corantes téxteis nos recursos hidricos constitui um problema para
0 ecossistema, indicando a necessidade de tratamento. Os fungos tém sido descritos como
micro-organismos promissores no processo de descoloracdo de efluentes téxteis. Estudos
foram realizados utilizando como adsorvente quitosana microbioldgica isolada de Mucor
subtilissimus, avaliando os efeitos da temperatura e do pH no processo de descoloracdo do
corante azul de metileno (AM). Os procedimentos de descoloracdo consistiu em adicionar a
quitosana microbioldgica em solugdo aquosa contendo 50mg/L do corante AM, incubado sob
diferentes temperaturas (5, 28, 37 e 42°C) e pH (4,5,6 e7) por 24h, sob agitacdo de 150rpm.Os
resultados obtidos demonstraram que a temperatura exerce efeito negativo na descoloracdo do
AM, contudo, a temperatura de 28°C removeu 65% do AM. A descoloracdo do AM pela
quitosana microbiolégica foi mais eficiente no pH 6, considerando que o corante é uma
molécula de carter catidnico. Os resultados obtidos mais promissores com a biossorc¢éo por
quitosana microbioldgica foi de 92,73% de remocéao do corante AM, na condi¢do 8,30mg do
adsorvente para 20 mg de AM em solucdo aquosa, sugerindo seu emprego em processos de

biorremediacéo de efluentes téxteis.
Palavras chave : Azul metileno, corante téxtil, quitosana, descoloragéo.
ABSTRACT

The improper disposal of textile dyes in water resources is a problem for the ecosystem,
indicating its need treatment. The fungi have been reported as promising micro-organisms in
the process of decolorization of textile effluents. Studies were carried out using chitosan as
microbiological adsorbent isolated from Mucor subtilissimus by assessing the effects of
temperature and pH on the process of the dye methylene blue (MB). The procedures consisted
of the addition of microbiological chitosan in aqueous solution containing 50mg / | of the dye
AM, incubated at different temperatures (5, 28, 37 and 420C) and pH (4,5,6 €7) for 24 hours
under stirring 150rpm.The results showed that the temperature exerts a negative effect on
discoloration of AM, however, the temperature at 28°C removed 65% of the PM.
Discoloration of AM by microbiological chitosan was more efficient at pH 6, whereas the dye

molecule is a cationic character. The most promising results obtained with microbiological
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chitosan biosorption was 92.73% removal of the dye under the condition of 8.30 mg to 20 mg

of adsorbent in agueous solution, suggesting its use in bioremediation processes

Key words: Methylene blue, textile dye, chitosan, discoloration

3.1 INTRODUCAO

A quitosana é um biopolimero linear derivado da desacetilacdo parcial ou total da
quitina. E uma estrutura linear constituida por unidades de D-Glicosamina unidas entre si, por
ligagdes B-(1-4), caracterizada pela presenca de grupos funcionais contendo radicais amino
(NH,) no carbono 2 (CAMPOS-TAKAKI, 2005;; SIMOES et al, 2011). Varios trabalhos
vém demonstrando a aplicabilidade de quitosana microbioldgica obtida de varias espécies de
fungos, principalmente os representantes da classe Zygomycetes, ordem Mucorales, na
descoloracdo de azo corantes utilizados na industria téxtil, considerando a presenca de
quitosana (AMBROSIO e CAMPOS-TAKAKI, 2004; SILVA et al., 2013).

Dentre as inumeras aplicacOes da quitosana destacam-se as propriedades de adsorcao e
complexacdo utilizadas na remocdo de corantes e ions metalicos presentes em efluentes
industriais (PERJU e DRAGAN, 2010; CHATTERJEE et al., 2011; LING et al., 2011; AUTA
e HAMEED, 2013). A adsor¢do tem se mostrado um dos métodos mais promissores e
amplamente utilizado para remogéo de poluentes organicos e inorganicos presentes em aguas
contaminadas (EZERONYE e OKERENTUGBA, 1999).

Estes corantes sdo utilizados na industria téxtil, principalmente no tingimento de
tecidos. Uma quantidade significativa desses corantes (variando de 10 a 35%) ndo séo fixados
as fibras, assim, para cada 100 gramas de pigmento, cerca de 30 gramas podem ser perdidos
durante o tratamento téxtil, sendo libertados para o ambiente (ARAUJO et al., 1984; DALTIN
e ALCANTARA,1996; OHASHI et al, 2012).

Os corantes utilizados na industria téxtil podem ser toxicos para 0S organismos
aquaticos e sdo resistentes a degradacdo biologica natural. A remocao do corante presente nos
rejeitos industriais pode ser importante para 0 ambiente, sendo possivel o reaproveitamento da
agua. O azul de metileno (AM) é um corante catiénico que pode ser amplamente utilizado na
medicina, coloracdo de papel, algoddes, las, etc. O AM ndo é considerado fortemente

perigoso, contudo, pode causar efeitos prejudiciais, envolvendo aumento da frequéncia


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ambr%C3%B3sio%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14585623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campos-Takaki%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14585623
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cardiaca, vomitos, choque, cianose, ictericia, quadriplegia e necrose dos tecidos em humanos.
Considerando a solubilidade em agua, o corante AM pode afetar a vida aquatica e a estética
dos recursos hidricos (UDDIN et al, 2009; ZENDEHDEL et al., 2011; SALLEH et al., 2012).

Assim, um grande desafio vem sendo a remocao do corante catiénico azul de metileno
(AM) do efluente téxtil, considerando o prejuizo causado aos recursos hidricos, alteracdo da
gualidade da agua, como também, impedindo principalmente, o fendmeno da fotossintese e
toxicidade (AUTA: HAMED, 2013;0HASHI et al., 2012).

A industrializacdo tem acarretado um aumento consideravel na producdo de
contaminantes, geralmente de alta toxidez e persisténcia para 0 meio ambiente. O tratamento
inadequado dos efluentes, bem como a sua destinacéo final impropria, vem contribuindo de
forma marcante para o0 agravamento dos problemas ambientais e de saude da populacdo. Nos
ultimos anos, varios adsorventes foram identificados como possuindo boas capacidades de
ligacdo a corante. No que se refere aos poluentes organicos, nutrientes em excesso e corantes,
os fungos podem remové-los de &guas residuérias, conduzindo a minimizacdo da toxicidade.
(RAO e RADO, 2006; BATZIAS, 2007; O’ZER et al., 2007; PAVAN et al., 2008; OHASHI et
al., 2012).

Biomassas flngicas sdo capazes de tratar efluentes coloridos e contaminados com
metais com eficiéncia, destacando-se como biossorventes como Aspergillus (FU e
VIRARAGHAVAN, 2002; NANTHAKUMA et al., 2009), Penicillium (ISCEN et al., 2007)
e Rhizopus (AKSU e CAGATAY, 2006; KUMARI e ABRAHAM, 2007). Além disso, 0
baixo custo dos biossorventes esta associado ao uso de substratos renovaveis para obtencao de
biomassa fungica, podendo ser também uma alternativa explorada nos processos de
biorremediacdo do AM. (COULIBALY et al., 2003; RAFATULLAH et al., 2010).

Investigacdes foram realizadas utilizando quitosana microbioldgica obtida de Mucor
subtilissimus no processo de adsorcdo do corante cationica azul de metileno (AM) em solucéo

aquosa.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Adsorvente: Quitosana microbiolégica

A quitosana microbiologica utilizada como sorbente foi produzida pela associacdo das

metodologias descritas por Jin Hu et al. (1999), Synowicki e Al Khateeb (1997), modificada,
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a partir da biomassa do micro-organismo Mucor subitilissimus. O fungo foi gentilmente
cedido pela Colecdo de Culturas do Ndcleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais —
NPCIAMB, a qual é registrada World Federation for Culture Collection (UCP/WFCC 1262),

sendo mantida no meio de batata dextrose agar (BDA), a 5°C.

3.2.2 Preparacéo do corante azul de metileno

As propriedades do azul de metileno (AM) estdo apresentadas na Tabela 3.1. Uma
solucdo estoque de AM foi realizada com a concentracdo de 500mg/L e foi diluida para as

concentragdes requeridas nos experimentos.

Tabela 3.1 Propriedades e estrutura quimica do azul de metileno(AM)

PROPRIEDADES

Nome do corante Azul de metileno

Foérmula Molecular C16H18CIN3S

Peso Molecular g/mol 319.85

Caracteristicas Composto aromatico heterociclico

Solubilidade Soluvel em &gua

A max. (nm) 661 '

Estrutura quimica HaC. ' [| [ §] | CH:
CH4 Cl CHa

3.2.2 Estudos de descoloracdo do AM em batelada

Os experimentos de descoloragdo do AM foram realizados em batelada, avaliando
inicialmente, o tempo de contato adsorvente e o corante AM em solucdo aquosa. Frascos de
Erlenmyers de 250 mL de capacidade contendo 50mL da solucdo de AM a 50mg.L™ foi
adicionado 25mg do adsorvente (quitosana microbiologica), mantidos sob agitacdo de
150rpm, a temperatura ambiente (-+28 °C). As aliquotas foram retiradas em diferentes tempos
centrifugadas a 50009 e o sobrenadante lido em espectrofotdmetro a 661nm.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Methylene_blue.png
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Em seguida, experimentos foram conduzidos avaliando os efeitos da temperatura e do
pH no processo de descoloracdo. Erlenmyers de 250 mL de capacidade foram utilizados
contendo 50mL da solucdo de AM a 50mg/L, adicionados de 25mg do adsorvente (quitosana
microbioldgica), mantidos nas temperaturas de 5°C, 30°C, 37°C e 42°C, bem como
dosdiferentes pH (pH4, pH5, pH6, pH7), sendo o pH ajustado pela adig¢do da solugdo 1M de
NaOH ou 1M de HCI.

Experimentos de batelada foram realizados com adicdo de quantidades diferentes do
corante AM (10 - 60mg.L™) e quitosana microbiolégica (83 — 500 mg.L™), em um tempo fixo

de 1440 min e temperatura de 28°C.

De todas as amostras foram realizadas leituras iniciais e final e o equilibrio da
concentracdo do corante foi determinado por espectrofotometria de duplo feixe UV-Vis a
661nm.

A eficiéncia de descoloracédo do corante (remocdo do AM) foi calculada pela equacéo:

RE (%) = (Co-C/Co) x 100 (1)

Onde Co e C s&o leitura inicial e final das concentracbes do corante AM,
respectivamente.

A quantidade de sorcéo pela quantidade de quitosana , g (mg/g), foi calculado pela
equacao:

gq=(Co-C)/M x V @)

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Efeito do pH sob quitosana na descoloracdo do AM

A influencia do pH no processo de adsor¢do do corante AM esta paresentado na
Figura 3.1. Os resultados obtidos demonstraram que a adsorcéo do corante AM foi aumentada
na pesenca do pH 6 e pH 7, respectivamente. Com relacdo ao parametro pH, observou-se que
as reacoes de adsorcdo dos corantes sobre a quitosana sédo desenvolvidas na sua maioria em
pH igual ou inferior a 7,0. Contudo, a literatura relata que o pH méaximo é de 7,7 (UZUN e
GUZEL, 2004; UZUN e GUZEL, 2005; 2006UZUN, 2006).
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Estes resultados estdo relacionados ao fato de que os corantes estudados na sua
maioria apresentam cargas negativas em suas estruturas, geradas em solucBes aquosas, e
devido a superficie cationica da quitosana. No entanto, segundo ZENDEHDEL et al, (2011) o
azul de metileno que é um corante cationico, que em solucdo aquosa apresenta-se na forma de
ions carregados positivamente. A adsorcdo de corantes a superficie do adsorvente esta
relacionada a carga do adsorvente, a qual por sua vez € influenciada pelo pH da solugdo. No
caso do corante cationico AM, segundo BEKCI et al, (2008) o processo de sorcao se da pelo
fato da quitosana ndo estar protonada, portanto uma base de Lewis, interage com o grupo
=N+(CH3), do corante estudado azul de metileno, o que explica 0 processo de adsorgéo do

corante & quitosana microbiologica.

80 -+
70 1 — Tempo (min)
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{30
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Figura 3. 1 Efeito do pH na eficiéncia de descolora¢céo do corante azul de metileno (AM) pela

quitosana microbiolégica

3.3.2 Efeito da temperatura na descoloracéo do corante AM

Os resultados obtidos do efeito da temperatura sob o contato quitosana com a solugéo
aquosa de azul de metileno estdo apresentados na Figura 3.2. Observou-se que porcentagens
muito baixas de remogdo do corante AM ocorreram na temperatura de 5°C, como também a
elevacdo da temperatura para 37°C e 42°C ndo influenciam o processo de remogao do corante.
Com a temperatura ambiente, 28°C ocorreu maior remocéo do corante, no periodo de 1440
min., correspondendo a 63,20% de remocéo.
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Figura 3 2 . Efeito da temperatura na eficiéncia da descoloracdo do corante azul de metileno

(AM) pela quitosana microbiolégica

Os resultados obtidos sdo inéditos para quitosana microbiologica, divergindo das
informacbes de ZENDEHDEL et al. (2011), utilizando zedlitos no processo de adsorcao do
AM. Os autores observaram que o aumento das temperaturas de 20°C para 40 °C,
respectivamente, aumentaram o efeito de remo¢do do azul de metileno de 15% para 64%.
Contudo, WANGI et al. (2005), confirmam que a variagcdo na temperatura conduz a uma

oscilacdo na porcentagem de remocdo do corante AM.

Estudos realizados por Benaissa (2009) também demonstraram que o aumento da
temperatura promove o aumento do processo de descoloragdo do corante AM, utilizando peles
de améndoa como sorbente. Os resultados obtidos com a quitosana microbiolégica sugerem
que o aumento da temperatura ndo altera a estrutura quimica do biopolimero.Figura 3.2.
Efeito da temperatura na eficiéncia de descoloracdo do corante azul de metileno (AM) pela

quitosana microbioldgica

3.3.3 Efeitos das diferentes concentracdes do corante AM e do adsorvente quitosana

Diferentes concentracGes do adsorvente € um parametro importante uma vez que
determina a capacidade do adsorvente para uma dada concentracdo inicial do adsorvato para
as condicdes de funcionamento (ALZAYDIEN e MANASREH, 2009). Neste sentido,
observou-se que a maior porcentagem de remocédo de AM (92,73%), na condi¢do 8,30mg do
adsorvente quitosana microbioldgica para 20 mg de AM em 50mL de solucdo aquosa. Os

estudos realizados com a influéncia da quantidade de quitosana no processo de biossor¢do do
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corante AM demonstrou que ndo ocorreu eficiéncia de remogdo com 4,15mg de quitosana
(Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Efeito das diferentes concentragbes do adsorvente (quitosana

microbiolégica) e do corante AM (azul de metileno) na sor¢céo e descoloracéo

Capacidade de biossorcdo da quitosana mg.g” e % de remocéo - 1440 mim
g= (ci-cf)x V/m R% = (ci - cf)/ci*100

Ci cf Vv M resultado (q) % remocao
10 10 0,05 4,15 0,000 0,00
20 1,454545 0,05 8,30 0,112 92,73
30 7,086614 0,05 12,50 0,092 76,38
40 27,69231 0,05 16,60 0,037 30,77
50 7,575758 0,05 20,80 0,102 84,85
60 26,12245 0,05 25,00 0,068 56,46
3.4 CONCLUSOES

Este estudo mostra que quitosana microbiologica apresenta um bom potencial de
remocao do azul de metileno (AM) em solucdo aquosa. A remocao maxima do AM foi obtida
no pH 6. A quantidade do corante AM adsorvida aumentou com o aumento da concentracdo
inicial do corante, sendo semelhante a porcentagem de remocdo do AM. A temperatura ndo
apresentou efeito positivo no processo de adsorcdo. O tempo de contato de 1440 min
demonstra ser um parametro importante para o processo de adsorcdo. A concentracdo de 20
mg.L™ do corante AM e 8,3mg de quitosana desenvolvem mecanismos maior porcentagem de

descoloracéo.
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Consideracg0Oes gerais

Os estudos realizados com Mucor subtilissimus permitiram concluir:

Primeiro Artigo

Quitosana pode ser produzida a partir de substratos agroindustriais (Batata doce e
milhocina);

A fermentacdo semi-sélida (FSS) produz elevados niveis de biomassa produzida por
M. subtilissimus;

O aumento da concentracdo de batata doce produz efeito positivo estatisticamente
significativo sob o aumento da biomassa;

O aumento da quantidade apenas de batata doce e de milhocina no meio de
producéo influencia negativamente a producao de quitosana;

A analise através de espectroscopia na regidao infravermelha confirma que é
quitosana isolada de Mucor subtilissimus;

O meio com batata doce, milhocina e extrato de levedura € um meio alternativo e de
baixo custo para producédo de biomassa e de quitosana;

. Mucor subtilissimus mostra-se como um excelente produtor de quitosana.

Segundo Artigo

>

Y V VYV V

A quitosana microbiol6gica apresenta bom potencial para a remoc¢ao de corante zul
de metileno (AM);

O teste de descoloracdo do AM ocorre peloo processo de adsorcéo.;

O pH influencia na remoc¢éo do corante;

A temperatura exerce um efeito negativo na descoloragéo;

Excelentes resultados ocorre entre quitosana microbiolégica e o corante AM a
temperatura ambiente, na proporcao aproximadamente de 3 do corante para
1 do adsorvente;

O processo realizado é promissor para o tratamento de efluentes da industria

téxtil.
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2.1. As farmas de contribuigdo s&o:
= Artigo Técnico
+ NotaTécnica
« Reviséo da Literatura
- Discussao de Nota Técnica, Artigo Técnico ou Revis&o da Literatura
2.2. Artigo Técnico é uma exposicao completa e original, totalmente documentada e interpretada, de um trabalho
de relevancia.
2.3. Nota Técnica € um trabalho sumario podendo corresponder a:
+ artigo com resultados ainda parciais
« consideragdes sobre aspectos pouco abrangentes da area
« desenvolvimento de consideragbes técnicas relativas a algum aspecto da Engenharia Sanitéaria e Ambiental
« alguma outra abordagem sumaria pertinente, a juizo dos Editores.
2.4. Revisdo da Literatura corresponde a um artigo, no qual é levantado o estado da arte de algum tema
relevante e inovador, na area de Engenharia Sanitéria e Ambiental, cuja abordagem deve ser suficientemente
critica e capaz de identificar avancos, lacunas e desafios cientificos, a luz da literatura nacional e internacional.
Trabalhos de revisdo sistematica e meta-analise podem ser incluidos nessa categoria de artigo.
2.5. Discussdo & uma avaliagdo critica ou ampliagdo do contelido de uma Nota Técnica, Artigo Técnico ou
Revisdo da Literatura publicado na Revista. As discussées serdo publicadas, sempre que possivel,
conjuntamente com a resposta do(s) autor(es). A Revista tem como linha editorial o incentivo & publicagéo de
artigos de discussé&o. ,
2.6. N3o serdo aceitos relatérios, tradugdes e nem artigos ja publicados ou submetidos a publicagdo em outros
veiculos, ou que impliquem em promogdo comercial de determinada marca, produto ou empresa.

3. Encaminhamento das contribui¢coes

31. A inscricdo das contribuigbes sera feita pelo sistema da SCielo, atraves do link
http://submission.scielo.br/index.php/esa/index. Nao serdo aceitas inscrigdes de artigos por fax, e-mail ou correio.
3.2. O primeiro passo para o acesso ao sistema é o Cadastro, bastando clicar em “Cadastrar-se” no link no canto
superior direito. A partir dai, clicar em “Engenharia Sanitaria e Ambiental”, que fara a vinculagéo do cadastro junto
a Revista.
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3.3. Feito isso, o préprio sistema mostrara, passo a passo, como submeter a sua contribui¢éo.

3.4, Realizada a submiss&o, o autor recebera um e-mail acusando o recebimento da mesma. E a partir do codigo
dado pelo proprio sistema que o autor podera acompanhar o processo de avaliagao do seu trabalho.

3.5. Qualquer duvida, favor enviar e-mail para resa@abes-dn.org.br ou pelo telefone (21) 2277-3918.

4. Formato das contribuicdes

4.1. As contribuicdes devem ser preparadas pelos autores no formato “.doc” aberto para edi¢ao usando o recurso
de numeragéo de linhas do Microsoft ~ Word (Arquivo — Configurar pagina — Layout — Numeros de linha -
Numerar linhas — Continua — OK — OK).
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4.2. As contribuigbes devem ser enviadas no formato “.doc” pelo Sistema de Envio de Artigos. Todos os demais
formatos de arquivos, inclusive os compactados, seréo blogueados.

4.3. Apos o processo avaliativo, as contribuicbes aprovadas para publicagdo deverdo sofrer corregdes e ser
enviadas em sua versao final para diagramagao.

4.3 Os trabalhos submetidos devem estar de acordo com as normas da ABNT/NBR 14724:2011- Trabalhos
Académicos

4.4. Podero ser incluidos figuras, gréficos e ilustragdes, desde que o tamanho do arquivo n&o ultrapasse 10MB.
4.5. O texto integral do artigo ndo podera exceder 20 (vinte) paginas para Artigo Técnico e Revisdo da Literatura
e 8 (oito) paginas para Nota Técnica e Discuss&o, atendendo ao formato estabelecido nos itens a seguir.

4.6. O Artigo Técnico e a Nota Técnica deverdo seguir a seguinte sequéncia de apresentagéo:

Titulo do artigo em portugués (até 200 caracteres) e em inglés

Resumo em portugués e em inglés, de 100 a 250 palavras (conforme NBR 14724).
Palavras-chave em portugués e em inglés

Titulo resumido do artigo em portugués (até 60 caracteres) para o cabegalho

&
&
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+ Texto do artigo (sem divisdo em colunas)
+ Referéncias
+ Anexos (se houver)

i. Agradecimentos, se houver, deverdo ser incluidos somente na vers&o final do artigo aprovado para
publicagao.

ii. O Nome do(s) autor(es), Curriculo resumido(s) do(s) autor(es), enderego para correspondéncia
(profissional) devem constar somente nos metadados do Sistema Scielo, preenchidos no momento de
cadastro. IMPORTANTE: n&o colocar estas informagdes no envio da contribuigéo original.

4.7. O texto devera ser formatado para um tamanho de pagina A-4, margens 3 cm para esquerda e superior, e 2
cm inferior e direita (conforme NBR 14724). As paginas deverdo ser devidamente numeradas. Deve ser
empregada fonte Times New Roman, corpo 12, exceto no titulo que devera ter corpo 16. O espagamento entre
as linhas devera ser 1,5.

4.8. O corpo do artigo deve ser organizado segundo um encadeamento légico, segundo subtitulos “Introdugao’,
“Metodologia”, “Resultados”, “Discuss&o”, (ou “Resultados e Discuss&o”), “Conclusdes” e “Referéncias”™. Na
redagdo ndo deve ser empregada a primeira pessoa e o estilo a ser adotado deve ser objetivo e sobrio,
compativel com o recomendavel para um texto cientifico.

4.10. Dever4 ser evitada a subdivisdo do texto em um grande numero de subtitulos ou itens, admitindo-se um
maximo de cabegalhos de terceira ordem.

4.11. O conteudo do trabalho deve ser submetido a criteriosa revis&o ortografica.

4.12. Termos grafados em italico ou negrito poderdo ser utilizados no corpo do artigo.

4.13. As discussées deverdo ser submetidas no maximo até 6 (seis) meses apésa  publicagdo  do  Artigo,
NotaTécnica ou Reviséo da Literatura.

5. Figuras e ilustragoes
As figuras e ilustragbes devem observar os seguintes critérios:
5.1. Os arquivos das figuras e ilustragdes, sem bordas ao redor, devem ser inseridas no arquivo do texto, de
maneira que possam ser editados por meio do MS Word for Windows.
5.2. Os textos e legendas n&o devem ficar muito pequenos ou muito grandes em relagéo a figura.
5.3. As figuras devem ser intercaladas nos locais apropriados e apresentar um titulo.
5.4. A inclusdc de fotografias ndo é aconselhavel, porém, se os autores julgarem que sdo importantes para
esclarecer aspectos relevantes do artigo, deverao ser inseridas em resolug&o minima de 300 dpi.
5.5. Todos os graficos, desenhos, figuras e fotografias devem ser denominados “Figura’, e numerados
sequencialmente em algarismos arabicos. Toda figura deve ser mencionada no texto.
5.6 O numero e titulo da Figura devem ser colocados centralizados, imediatamente abaixo da figura. O titulo
deve ser claro e autoexplicativo.
5.7. As paginas internas da Revista sdo impressas em uma sé cor, ndo sendo permitida, portanto, a adogao de
cores na diferenciagdo das variaveis nos graficos e diagramas.

6. Quadros e tabelas
Os quadros e tabelas deverdo atender os seguintes critérios:
6.1. Os quadros e tabelas devem ser claros e objetivos, sem linhas de grade. As unidades correspondentes a
todos os termos usados devem ser claramente identificadas.
6.2. Todos os quadros ou tabelas devem ser denominados “Quadro” ou “Tabela”, numerados sequencialmente
em algarismos arabicos e mencionados no texto.
6.3. Cada quadro e tabela, além da numerag&o, deve possuir um titulo. O nimero e o titulo devem ser colocados
centralizados, imediatamente acima do quadro ou tabela. O titulo deve ser claro e autoexplicativo.
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6.4. Um quadro e uma tabela ndo poderao ser maiores do que uma folha A-4.

6.5. Quadros e tabelas devem aparecer, preferencialmente, intercalados nos locais apropriados do texto, a
critério do autor.

6.6. As paginas internas da Revista sdo impressas em uma so cor, ndo sendo permitida, portanto, a adogao de
cores na diferenciagio das variaveis nos quadros e tabelas.

7. Equagdes
As equagdes podem ser editadas pela equipe responsavel pela diagramagdo. Portanto, os seguintes critérios
devem ser satisfeitos:
7.1. As equagbes devem ser claras e legiveis, e escritas com a mesma fonte do corpo do texto, sem a utilizagéo
de italico ou negrito.
7.2. As equagdes e formulas devem ser denominadas “Equacdo” e numeradas sequencialmente em algarismos
arabicos. A numeracdo & direita da equagdo deve ser entre parénteses. Todas as equagdes devem ser
mencionadas no texto.
7.3. Todos os simbolos usados devem ser definidos imediatamente apés a equagéo (caso nao tenham sido
definidos anteriormente), incluindo as suas unidades ou dimensdes.

8. Unidades
8.1. Todas as unidades mencionadas no texto, tabelas, quadros e figuras devem ser expressas de acordo com o
Sistema Internacional de Unidades (SI).
8.2. Deve-se evitar o uso da barra de fracdo na expressdo das unidades. Exemplo: Ao invés de mg/L ou m’fs,
deve-se utilizarmg.L" e m®s™ .

9. Referéncias
As referéncias citadas no texto e listadas ao final do artigo deverdo estar de acordo com a norma NBR
6023/2002. A titulo de esclarecimento sdo apresentadas algumas diretrizes:

9.1. As referéncias citadas no texto devem conter o sobrenome do(s) autor(es), em caixa alta, seguidos pelo ano
da publicagdo, observando-se os seguintes critérios:

9.1.1. Quando houver mais de um trabalho, as citagdes devem ser em ordem alfabética.

9.1.2. Trabalhos com mais de trés autores devem ser referenciados ao primeiro autor, seguido por “et al.” (em
italico e com ponto).

9.1.3. Quando houver mais de uma publicagdo do mesmo autor, no mesmo ano, o ano da publicagdo deve ser
seguido dos componentes “a, b, ¢...”, em ordem alfabética.

Exemplos: ... estudos efetuados por Silva (1994a, 1994b) e por Machado et al. (1995a) revelaram...; ... estudos
recentes (SOUZA,1993; SILVA, WILSON e OLIVEIRA, 1984; MACHADO et al., 1995b) revelaram...

9.2. Ao final do trabalho devera ser apresentada uma lista de todas as referéncias citadas no texto, de acordo
com 0s seguintes critérios, entre outros:

9.2.1. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, de acordo com o sobrenome do primeiro
autor.

9.2.2. Devem ser referenciados todos os autores (independentemente do nimero de autores) pelo sobrenome
seguido pelas iniciais de cada autor, separados por virgulas.

Exemplo: SMITH, P.J.; WATSON, L.R.M.; GREEN, C.M...

9.2.3. O titulo do periddico referenciado devera ser apresentado em italico. As indicagBes de volume, nimero e
pagina deverao ser identificados pela letra inicial ("v’, “n"ou “p"), seguida de ponto. N&o devem ser utilizadas
aspas antes e depois do titulo do trabalho.
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Exemplo: JEWELL, W.J.; NELSON, Y.M.; WILSON, M.S. Methanotrophic bacteria for nutrient removal from
wastewater: attached film systems. Water Environment Research, v. 64, n. 6, 1992, p. 756-65.

9.2.4. O titulo do livro deve ser apresentado em italico. Devem ser incluidos a edigao, o local, a editora, o niumero
de péginas e a data.

Exemplo: FRANCA, J.L.; VASCONCELOS A.C. Manual para Normalizagdo de PublicagGes Técnico-Cientificas. 8
ed. Belo Horizonte: Ed. UFMG, 2007, 255 p.

9.2.5. Em capitulos de livros e trabalhos de congressos, a obra principal (titulo do livro ou denominagéo do
congresso) é referenciada em italico e vem precedida da expresséo “In”.

Exemplos: Anais - CAIXINHAS, R.D. Avaliagdo do impacto ambiental de empreendimentos hidro-agricolas. In:
Simpésio Luso-Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental, 5 Anais... Lisboa: APRH, 1992, p. 203-11.
Capitulo de Livro - KUKOR, J.J.; OLSEN, R.H.; IVES, K. Diversity of toluene degradation following exposure to
BTEX in situ. In: KAMELY, D.; CHAKABARTY, A.; OLSEN, R.H. (Eds.) Biotechnology and  Biodegradation.
Portfolio Publishing Company, The Woodlands, E.U.A.,1989, p. 405-421.

10. Julgamento
10.1. Apos avaliagdo prévia realizada pelos Editores da Revista, se considerado pertinente, copias da
contribuicio, sem identificagdo dos autores, serdo enviadas a pelo menos dois avaliadores, especialistas da area,
indicados pelos Editores.
10.2. Em qualquer etapa de julgamento do trabalho, serdo levados em consideracdo a obediéncia as disposigbes
regulamentares, o relacionamento do tema & Engenharia Sanitaria e Ambiental, adequag&o do titulo, do resumo
e das palavras-chave, existéncia de encadeamento légico, ineditismo e qualidade da contribuigdo.
10.3. Na analise dos editores e dos avaliadores a contribuicdo sera classificada segundo uma das seguintes
categorias:
« Aceito, sem modificagdes;
« Aceito, com sugestao de revisdes;
* Recusado.

11. Comunicacao aos autores
O autor principal serd comunicado do resultado da avaliagéo e no caso de artigos recusados, receberdo as
devidas justificativas.

12. Responsabilidades e direitos
O contetdo dos artigos é de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es), que declaram se responsabilizar por
qualquer reclamagao de terceiros quanto a conflitos envolvendo direitos autorais, assumindo e isentando a
ESA/ABES de qualquer pendéncia envolvendo suas publicagdes. Os autores que encaminharem seus artigos
cedem & ESA/ABES os respectivos direitos de reprodugdo e/ou publicagdo. Os casos omissos seréo resolvidos
pelos editores do periddico.

w
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