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RESUMO

Quitina e quitosana sdo co-polimeros com grande aplicacdo biotecnolégica na
atualidade (na area alimenticia, biotecnologia, ciéncia dos materiais, drogas e
produtos farmacéuticos, agricultura e protecdo ambiental dentre outras) e, podem
ser obtidos de fungos filamentosos a partir de biomassa. Neste sentido, foi
investigado o perfil de crescimento da nova linhagem de Mucor subtilissimus e
producdo de quitosana em diferentes meios de cultivo utilizando substratos
alternativos (glicose e extrato de soja), em associacdo. O crescimento de M.
subitilissimus foi avaliado em quatro diferentes meios de cultura (Extrato de Malte,
Extrato de Soja, Sabouraud Dextrose Agar e Meio Sintético para Mucorales), como
também o indice da Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), velocidade de
crescimento e tempo de geracdo. O meio selecionado acrescido de substratos
alternativo foi utilizado para a producdo de biomassa e quitosana. Os resultados
demonstraram uma velocidade de crescimento de M. subtilissimus de pEsp.h™ de
0,035831 e 0,033431, com tempo de geracdo de 19,34504h™ e 20,73360 h™,
respectivamente, para 0os meios Extrato de soja e Meio Sintético para Mucorales,
sendo selecionado o meio com extrato de soja por ser mais econdémico. Os
resultados foram validados estatisticamente, e podem ser verificado pelos resultados
da Tabela de ANOVA, Diagrama de Pareto e Gréfico de Superficie, que demonstram
gue a associacao do extrato de soja a glicose aumenta a producdo de biomassa e
de quitosana. O espectro de absorcao ao raio infravermelho confirmou o polimero
extraido quitosana, com o grau de desacetilacdo de 78,3% e 87,5%,
respectivamente para as condigbes dos ensaios 2 e 4. O bioprocesso realizado
demonstrou elevado potencial do M. subtilissimus na biotransformacéo de substratos
alternativo na producéo efetiva de quitosana, com baixo custo e excelente grau de
desacetilacéo no que se refere a quitosana microbiologica.

Palavras - chave: Mucor subtilissimus. Co-polimero. Grau de desacetilagdo.
Validagéo estatistica.



ABSTRACT

Chitin and chitosan are co-polymers with great biotechnological applications today (in
the food industry, biotechnology, materials science, drugs and pharmaceuticals,
agriculture and environmental protection among others) and, can be obtained from
filamentous fungus from biomass. In this sense, the growth profile of the new strain
of Mucor subtilissimus and chitosan production was investigated in divers culture
media using alternative substrates (glucose and soya extract), in combination. The
growth of M. subitilissimus was evaluated in four different culture media (Extract Malt,
Extract Soy, Sabouraud Dextrose Agar and Synthetic Environment for Mucorales), as
well as the Index Growth Rate Mycelial (MIGS), growth rate and generation time. The
selected medium plus alternate substrates was used for the production of biomass
and chitosan. The results showed a growth rate M. subtilissimus of pEsp.h™
0.035831 and 0.033431, with generation time 19,34504h™ and 20.73360 h™,
respectively, to medium Extract soybean and Medium Synthetic Mucorales for being
selected the medium with soy extract to be more economical. The results were
statistically validated and can be verified by the results of the ANOVA Table, Pareto
Diagram and Surface Graph showing that the combination glucose soy extract
increases the production of biomass and chitosan. The absorption spectrum of the
infrared ray confirmed the polymer extracted chitosan with the degree of
deacetylation of 78.3 % and 87.5 % respectively for the conditions of 2 trials is 4. The
bioprocess performed showed high potential M. subtilissimus the biotransformation
alternate substrates in effective production of chitosan with low cost and excellent
degree of deacetylation as regards the microbiological chitosan.

Key - words: Mucor subtilissimus. Copolymer. Degree of deacetylation. Statistical
validation.
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1 INTRODUCAO

Quitina e quitosana sao polissacarideos encontrados na natureza, insoluveis
em agua e solventes organicos. Sao encontrados em diversas fontes, em especial,
fungos, algas e exoesqueleto de artropodes, apresentando caracteristicas
importantes como fonte renovavel, biodegradavel, biocompativel e baixa toxicidade
(DIAS et al., 2013).

O composto quimico B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina, de nome usual quitina, €
a maior fonte para a obtencdo da quitosana pelo processo de desacetilacdo. O
conhecimento de sua funcionalidade nas aplicacdes tecnoldgicas e biomédicas,
além de possuir comprovada atividade antimicrobiana e antifingica fazem esses
polissacarideos serem considerados as biomoléculas do futuro. O grande potencial
industrial da quitosana também esta associado a sua biocompatibilidade em
sistemas de liberacdo de farmacos, na engenharia de tecidos, como analgésico e na
forma de glicosamina no combate a artrite (QIl et al., 2004; MOURA et al., 2006;
LARANJEIRA, FAVERE, 2009; SILVA et al., 2009; TOLEDO, SOARES, 2016).

Como o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, depois da
celulose, a quitina €; encontrada principalmente em exoesqueletos de crustaceos e
nas paredes celulares de alguns fungos. Tem funcéo estrutural fundamental nos
exoesqueletos, cuticulas e paredes celulares dos organismos nos quais ocorre
(MERZENDORFER, 2005; MOURA et al.,, 2006; ASSIS e DOUGLAS, 2008;
BOTELHO et al., 2010; BESSA-JUNIOR, GONCALVES, 2013; SILVA et al., 2015 d).
A diferenca entre os polissacarideos (quitina e celulose) € apenas um radical que
contém uma hidroxila no carbono da posicao dois da cadeia monomérica, a quitina,

neste carbono, ocorre a presenca do radical acetamida. Os dois polimeros servem
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como componentes estruturais do arcabouco celular dos fungos (SYNOWIECKY,
AL-KHATEEB, 1997; FRANCO et al., 2005; SILVA et al., 2010; RAMOS et al., 2011).

A quitosana é originaria da desacetilacao da quitina, podendo o grupo N-acetil
sofrer varios graus de desacetilacdo, gerando, portanto, diversos derivados da
guitosana. A molécula da quitosana apresenta um grupamento amino e outro grupo
hidroxila, que podem ser alterados devido ao uso de drogas, o que leva a uma
modificacdo nas propriedades da quitosana. A biotransformacdo da quitina em
guitosana ocorre por um processo de desacetilagdo, o processo inverso regulado
metabolicamente (acetilacdo), transforma a quitosana em quitina caracterizando,
entdo, estes polissacarideos como co-polimeros interdependentes (SANO et al.,
1991; SHEPHERD et al., 1997; THARANATHAN, KITTUR, 2003; CAMPOS-TAKAKI,
2005).

Portanto, investir em pesquisas com os polissacarideos quitina e quitosana
utilizando substratos naturais e sem agredir ao meio ambiente, torna se uma
estratégia promissora. Assim, a obtencdo de quitina e quitosana a partir de fungos
funcionam como uma Otima alternativa, por ndo depende de fatores sazonais
considerando que a maioria dos fungos possuem estes polimeros em suas paredes

celulares, em especial, a classe dos Zygomycetes (DIAS et al., 2013).

Assim, a versatilidade e propriedades diferenciais oferecidas pela quitosana,
somado a problematica nos processos tradicionais de obtencao e seu elevado valor
de mercado, sdo elementos suficientes para motivar o desenvolvimento de
bioprocessos que visem especificamente a producdo de biomassa para a extracdo
de quitosana (RAMOS et al., 2011).

Os fungos constituem um grupo de organismos em que o valor para a
humanidade tem sido reconhecido ha muito tempo. S&o considerados
representantes de um grupo de alto interesse pratico e cientifico na area da
biotecnologia, destacando-se o grupo pertencente a ordem Mucorales, classe
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Zygomycetes, e, pela presenca de quitina e quitosana nas paredes celulares (DIAS
et al., 2013; ANDRADE et al., 2015).

Moore-Landecker (1996) afirmava que a medida que se compreende o papel
dos fungos nos ecossistemas, maior serd o seu aproveitamento em relacdo aos
seres humanos, principalmente, o aprimoramento das técnicas biotecnolégicas que
vém otimizando e expandindo os processos com a utilizacdo de fungos. Contudo,
mesmo tendo sido amplamente utilizados por inUmeros povos antepassados como
alimentos, remédios, e em cerimbnias religiosas, apenas a partir de 1990 ocorreram
as descobertas de suas potencialidades, despertando a necessidade de ampliar os
conhecimentos na taxonomia, morfologia, genética, ecologia, fitopatologia, botéanica,

area médica, patologia, bioquimica nos processos industriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de crescimento da nova linhagem do Mucor subtilissimus (UCP

1262) em diferentes meios de cultura para produzir quitosana microbiologica.

2.2 Objetivos Especificos

v Estabelecer a cinética de crescimento do Mucor subtilissimus em diferentes
meios de cultura;

v" Produzir biomassa no meio de cultura selecionado, empregando um
planejamento fatorial completo de 22;

v Extrair quitina e quitosana em todas as condi¢des do planejamento fatorial de
2%

v’ Caracterizar fisico-quimicamente a quitosana produzida nas condices
selecionadas do planejamento fatorial.

v' Validar estatisticamente os resultados obtidos com a producéo de quitosana.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Co-polimeros: quitina e quitosana

3.1.1 Historico

Os primeiros relatos na historia sobre quitina foram descritos em 1811 e sobre
guitosana em 1859, respectivamente. A quitina era uma molécula apenas de
pesquisa basica, enquanto que a celulose era alvo de investimento cientifico e
tecnolégico em razdo de ser bastante explorada na &rea téxtil. A intensificacdo dos
estudos e da aplicagdo com quitina passou a ser observada apenas por volta de
1970, quando se percebeu o grande potencial de aplicacdo de suas duas formas,
tanto original como desacetilada. A producdo industrial da quitina ocorreu pela
primeira vez em 1971, no Japdao. Em 1986, o Japdo dispunha de quinze industrias

produzindo os dois polimeros comercialmente (DIAS et al., 2013).

Embora tenha sido descrita em 1859, somente nas Ultimas décadas a
importancia da quitosana vem crescendo significativamente em fungéo de ser uma
fonte renovavel, biodegradavel e biocompativel, com um recente aumento no
conhecimento de sua funcionalidade nas aplicacGes tecnolégicas e biomédicas,
além de possuir comprovada atividade antimicrobiana e antifangica (QI et al., 2004;
MOURA et al., 2006; LARANJEIRA, FAVERE, 2009; TOLEDO, SOARES; 2016).

3.1.2 Ocorréncia

Na natureza, a quitina esta presente em exoesqueletos de invertebrados

marinhos, podendo ser encontrada na estrutura de celenterados, anelideos,
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moluscos e artrépodes. Pesquisas relatam que toda quitina comercial produzida na
atualidade, provém de carapacas de camarbes e caranguejos, resultantes de
residuos da industria pesqueira (DIAS et al., 2013). Para Silva (2007), existem
algumas limitagbes no uso destes residuos provenientes da industria pesqueira,
como problemas sazonais, poluicdo causada pelo descarte de residuos e custos

elevados na producéo.

A gquitosana é um produto natural obtido geralmente, da quitina de carapacas
de crustaceos. A quitina pode ser separada, por exemplo, de outros componentes da
carapaca por um procedimento quimico que envolve etapas de desmineralizacdo e
desproteinizacdo, com solucdes diluidas de HCI e NaOH, seguida de descoloracao
com KMnO4 e acido oxalico. A quitina obtida, contendo grupos acetil (NHCOCH3), é
desacetilada com solucdo concentrada de NaOH, produzindo a quitosana
(AZEVEDO, 2007).

3.1.3 Caracteristicas fisico-quimicas e biologicas

A quitosana, co-polimero da quitina, apresenta uma cadeia linear constituidas
por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-Dglicopiranose (N-acetilglicosamina) unidas
por ligacdes B(1—4) (Figura 1). A execucao da reacao de desacetilacdo da quitina
(Figura 2) resulta na producédo de quitosana, um copolimero composto por unidades
D-glicosamina (AZEVEDO et al., 2007; CAMPANA-FILHO et al., 2007; ABREU et al.,
2013).

Figura 1 - Estrutura quimica da quitosana.

CH,OH
H
O
OH H
H
H NH "

Fonte: Spin-Neto, 2008 e Dias et al., 2013.
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Figura 2 - Estrutura quimica da quitina.

H NHCOCH, H NHCOCH,

Fonte: Spin-Neto, 2008 e Dias et al., 2013.

A quitina e a quitosana também podem ser extraidas do micélio de fungos,
principalmente da classe dos Zygomycetes, ordem Mucorales, e apresentam a
mesma atividade antimicrobiana similar a quitosana de crustaceos (KAFETZOULOS
et al., 1993; SILVA et al., 2006; RAMOS et al., 2011).

As propriedades biolégicas da quitosana estdo relacionadas a
biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo degradada por varias enzimas
proteoliticas. Além disso, existem ainda outras atividades bioldgicas caracteristicas
deste polimero como: atividade antioxidante, permitindo complexacdo com metais e
antimicrobiana; anti-colesterolémica, promovendo interacdo eletrostatica com acidos
graxos no aparelho digestivo; analgésica, removendo prétons da area inflamada e
aumentando o pH e coagulante, sendo apta a cessar hemorragias (DIAS et al.,
2013).

3.1.4 Processo de producédo de quitosana

A quitosana é um polissacarideo obtido a partir da hidrélise da quitina, em
meio alcalino, por meio de reacdo de desacetilacdo em altas temperaturas. A
desacetilacdo também acontece na natureza atravées de enzimas especificas como a
quitinase ou pela acdo de micro-organismos. Natural do processo de desacetilacdo

da quitina, a quitosana, € muito mais atrativa por conter um grupo amino, que



22

propicia a alteracdo quimica da estrutura polimérica original (AIROLDI, 2008;
BESSA-JUNIOR, GONCALVES, 2013).

No processo de desacetilacdo alcalina, parte das ligagdes N-acetil do
polimero sdo quebradas com formacdo de unidades de D-Glicosamina que contém
um grupo aminico livre. Contudo, a quitosana ndo é uma entidade quimica
constante, mas um grupo de polimeros parcialmente desacetilados. A massa molar
e 0 grau de desacetilacdo da quitosana sdo os fatores mais importantes e
determinantes da aplicagdo e da maioria de suas caracteristicas (PINTO, 2011,
BESSA-JUNIOR, GONCALVES, 2013).

3.1.5 Aplicagbes da quitosana

O desenvolvimento de novas aplicagbes de quitosana esta fortemente
associado ao fato de que o polimero pode ser obtido a partir de fontes renovaveis,
além das propriedades de biodegradabilidade, biocompatibilidade, e auséncia de
toxicidade. Outros campos de aplicacdo de quitosana sédo os tratamentos de aguas
residuérias e efluentes industriais, na medicina, biotecnologia e a agricultura, como
também na conservacdo e processamento de alimentos (ROBERTS, 1992;
GOOSEN, 1996; KRAJEWSKA, 2004; CAMPANA-FILHO et al., 2007; AZEVEDO et
al., 2007; ABREU, 2013).

Sabe-se que sao inlUmeras as caracteristicas que distinguem a quitina e a
quitosana dos demais polissacarideos, dentre elas destacam-se as caracteristicas
antimicrobianas (inibicdo do crescimento de micro- organismos), o efeito coagulante
(atuacdo na hemostase, porém de maneira independente ao sistema classico da
cascata de coagulacao), o efeito analgésico, (analgésico topico), na aceleracdo da
cicatrizacdo (através da propriedade imunomoduladora da quitosana devido a sua
capacidade de ativar quase que exclusivamente o macréfago), o efeito

hipocolesterolémico e hipolipidémico (através do uso interno da quitosana, por via
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oral, promovendo reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos plasméticos
devido a sua capacidade de se ligar aos lipideos da dieta, interferindo na absorcao
intestinal das gorduras) (SILVA, SANTOS, FERREIRA, 2006).

Matté, Da Rosa (2013) e Hejazi, Amiji (2003) informam que as caracteristicas
antimicrobiana e antifingica da quitosana podem estar relacionadas as interacfes
eletrostaticas entre 0s grupos aminas da quitosana e os sitios anidénicos na parece
celular do micro-organismo devido a presenca de residuos de acido carboxilico e de
fosfolipidios. Matté, Da Rosa (2013) e Cai et al., (2010) abordam que um complexo
entre quitosana e nisina inibem o crescimento de micro—organismos. Matté, Da Rosa
(2013) e Rodriguez—Nuiies et al., (2012) realizaram um estudo comparativo entre a
atividade antimicrobiana da quitosana em filmes, ou seja, em plasticos revestidos
com quitosana e em solugbes de quitosana e concluiram que as solucdes de
quitosana foram as que obtiveram os melhores resultados de inibicdo para

Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus.

Jeon, HoIll (2003), Kurita (2006), Muzzarelli, Muzzarelli (2002), Riva et al.,
(2011) e Lucena et al., (2015) citam outras aplicagcdes da quitosana e seus
derivados. Sao elas: adsorcdo de corantes, hidrocarbonetos aromaticos, proteinas,
cations metalicos (cobre, mercurio, cadmio, ferro, manganés, niquel, zinco, chumbo
e prata); “cicatrizacao de feridas”; aumento da imunidade; anti-HIV; antifungico; em
agentes anti-inflamatorios; suporte para entrega de gene; cultura de células,
regeneracao de tecidos; inibidores de crescimento tumoral; agentes hipolipemiantes
(reduzem os niveis de colesterol e triglicerideos no plasma sanguineo e figado de
ratos); e como transportadores de farmacos para o organismo. Rinaudo et al., (1989)
e Azevedo et al., (2007) abordam também como aplicacdo da quitosana a utilizagéo
na agricultura (mecanismos defensivos e adubo para plantas), no tratamento de
aguas (floculante para clarificacdo, remocao de ions metalicos, polimero ecolégico e
reducdo de odores), na industria alimenticia (conservante para molhos, fungicida e
bactericida, recobrimento de frutas), na industria de cosméticos (esfoliante para a

pele, tratamento de acne, hidratante capilar, creme dental).


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SILVA,+HELIO+S.+R.+COSTA
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SILVA,+HELIO+S.+R.+COSTA
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=FERREIRA,+ELIZABETH+I.
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Os progressos alcancados com estudos da quitosana e seus derivados
demonstram um potencial desses materiais para multiplos tipos de aplicacdes. A
quitosana €, portanto, considerada um polimero biofuncional muito importante por
ser um novo tipo de material polimérico que € “ambientalmente correto” (LUCENA et
al., 2015).

3.1.6 Vantagens da quitosana microbiologica

Os processos de desmineralizacdo e desproteinizacdo para obtencdo da
guitosana de crustaceos sdo descritos como agressivos e causam alteracdes no
produto final, podendo, portanto, reduzir a qualidade, devido as mudancas
quimicas (POCHANAVANICH, SUNTORNSUK, 2002; STAMFORD et al., 2007;
CARDOSO et al., 2010; BUETER et al., 2013; BERGER et al., 2014). Assim, o0s
fungos filamentosos tém sido considerados como fonte de quitina e quitosana para
aplicacdes industriais, porque 0s seus produtos podem ser obtidos sob condi¢des

padronizadas e controladas.

Portanto, a producéo de quitina e quitosana, a partir da biomassa micelial de
fungos da ordem Mucorales, pode ser uma alternativa com menos limitacdes se
comparada a producado oriunda de residuos da industria pesqueira, uma vez que é
um processo facil e economicamente viavel. Além disso, esses biopolimeros obtidos
nao apresentam contaminacdo por proteinas e o cultivo do fungo é independente
dos fatores de sazonalidade, pode ser realizado em larga escala, com facil controle
do pH e da concentracdo de nutrientes no meio fermentativo (AMORIM et al., 2001,
FRANCO et al., 2005; AMORIM et al., 2006; STAMFORD et al., 2007; FAI et al.,
2008; RAMOS et al., 2011).

Vale salientar que a quantidade de polissacarideos extraidos da biomassa

varia de acordo com a espécie fungica e de acordo com as condi¢des nutricionais,
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principalmente a fonte de carbono utilizada (CAMPOS-TAKAKI, 2005; FAI et al.,
2008).

Muitas pesquisas utilizando fungos como fonte alternativa de quitina e
guitosana relatam rendimentos iguais ou maiores destes polimeros, aos obtidos
guando séo utilizadas as fontes tradicionais (ANDRADE et al., 2003; AMORIM et al.,
2005; FAI et al., 2008). Métodos de otimizacdo para processos de producdo de
quitina e quitosana tém sido estabelecidos a partir da massa micelial de
Cunninghamella elegans, e também a utilizacdo de meios de cultura alternativos e
de baixo custo, com relatos em estudos recentes de rendimento de quitosana ente 5
e 8%, e de quitina de 23 a 40% (ANDRADE et al., 2000; AMORIM et al., 2001;
FRANCO et al., 2005; STAMFORD et al., 2007).

Os derivados de quitina tem tido maior mercado na biomedicina, que esta
estimado em 1,25 bilhGes de dolares por ano (BESSA-JUNIOR, GONCALVES,
2013). O prego final dos materiais processados néo é fixo ele depende do grau de
pureza, matéria-prima, processo de extracdo e fabricante, podendo variar de 10 a
1000 ddlares o quilograma (JOHNSON, 2002; BESSA-JUNIOR, GONCALVES,
2013).

A quitosana e os derivados desde que tenham alta pureza, produzidos
apenas para uso meédico, podem alcancar valores proximos a 4000 dolares o
guilograma nos Estados Unidos. Porém, para a quitina bruta, apropriadas para usos
em purificacdo de agua, podem alcancar valores préximos a 20 dolares o
quilograma, de acordo com a Academia Nacional Americana de Ciéncias (NAS,
1999; BESSA-JUNIOR, GONCALVES, 2013).

O Brasil tem um grande potencial para ser um grande produtor e fornecedor
de quitina e quitosana, em diferentes graus de pureza, podendo suprir parte do
mercado, que hoje é essencialmente controlado pelo Japdo e algumas poucas
empresas multinacionais (BESSA-JUNIOR, GONCALVES, 2013).
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3.2 Zygomycetes

Os fungos sdo organismos eucariontes, aclorofilados, heterotréficos e
absorvem componentes organicos como fonte de energia. Em sua grande maioria
sdo aeroObicos, mas existem alguns anaerobicos estritos e facultativos. Podem ser
uni ou multicelulares e reproduzem-se sexuada ou assexuadamente. Tém parede
celular rigida que pode ser composta de celulose, glicanas, mananas ou quitina e
membrana celular com esterois presentes. Sendo o glicogénio seu principal material
de reserva. Em microbiologia os fungos estudados compreendem as leveduras e 0s
bolores. As leveduras sao unicelulares, iméveis, ndo-flamentosas, apresentam em
média de 1 a 5 ym de diametro e de 5 a 30 um de comprimento, sdo geralmente
ovais, podendo exibir morfologia alongada ou esférica. Os fungos filamentosos séo
organismos pluricelulares, que ao microscépio 6ptico se apresentam filamentosos.
Ao exame macroscopico apresentam crescimento caracteristico com aspecto
aveludado ou cotonoso (algodéao) (BRASIL, 2012).

Devido a capacidade dos fungos em utilizar substratos muito diferentes, eles
sdo capazes de atacar inuameros produtos utilizados pelo homem, incluindo tecido,
couro, produtos derivados do petréleo como combustiveis e lubrificantes, além dos
seres vivos. Assim, VArios processos como secagem, salga, congelamento,
aquecimento, enlatamento, uso de irradiagdo ou de aditivos quimicos, sao
empregados para proteger os alimentos dos fungos e também das bactérias. Além
de danificar os alimentos certas espécies de fungos podem produzir substancias
téxicas, conhecidas como micotoxinas (ALEXOPOULOQUS, 1996).

As principais classes de fungos terrestres sdo: Zygomycetes, Ascomycetes,
Basidiomycetes e Deuteromycetes (LACAZ et al.,, 1998). A maior e mais bem
pesquisada ordem de fungos zigomicetos é a, Mucorales. O grupo é reconhecido
pelo crescimento veloz, abundante esporulacdo e pela capacidade de produzir
amino polissacarideos, sobretudo quitosana natural. Portanto, os fungos se

destacam como uma alternativa muito interessante para biotecnologia pelo fato de
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serem micro-organismos e mais passiveis de originar processos controlaveis e
padronizados (DHILLON et al., 2012).

Os zigomicetos sao fungos saprobios (seres vivos que se alimentam da
matéria organica em decomposi¢ao), que apresentam distribuicdo cosmopolita e séo
isolados do solo, vegetacao, ar, fezes de animais e alimentos envelhecidos A classe
dos zigomicetos € dividida em trés ordens: a Mucorales (composta principalmente
pelos géneros Lichtheinia, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus e Saksenaea), a
Entomophthorales (composta pelos géneros Basidiobolus e Conidiobolus) e

Mortierellates (composta pelo género Mortierella) (QUINN et al., 2011).

Os fungos sao organismos economicamente importantes, amplamente
distribuidos na natureza; empregados na producao de alimentos, farmacos, enzimas
e acidos organicos (PATERSON, 2008; SILVA et al., 2015 a).

A utilizacdo destes micro-organismos pela industria vem gerando bilhdes de
dolares a cada ano e as vantagens de realizar ensaios com fungos filamentosos se
devem aos beneficios como facil cultivo e manipulacdo, producdo de altos niveis de
enzimas extracelulares, maior especificidade, menor consumo energético e maior
velocidade de reagdo POLIZELI et al., 2005; COLEN et al., 2006; KAR et al., 2006;
SILVA et al., 2015 b)

O género Mucor contém cerca de 3000 espécies, que sado vastamente
distribuidas no solo, podendo ser isolados das superficies de plantas e vegetais em
decomposicédo, e em fezes de herbivoros, sendo um zygomycota dimorfico que pode
alternar sua forma de crescimento entre a leveduriforme e a filamentosa
dependendo do estimulo ambiental, esses fungos desempenham um papel
importante sendo responsaveis pela colonizacdo primaria do substrato utilizado.
Apresentam também, um extraordinario crescimento em substratos a base de
cereais (INOKUMA et al., 2013; KARIMI, ZAMANI, 2013; CERTIK et al., 2013).
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Os Zygomycetes sao formados por hifas cenociticas ou septadas, e
apresentam auséncia de esporos moveis. Quanto a reproducdo assexuada, ela
acontece por meio de esporangiosporos que se desenvolvem dentro de esporangios
e rompem-se quando maduro. Ja a reproducdo sexuada acontece com formacéo de
zigosporos (LACAZ, et al., 1998).

Os fungos da classe Zygomycetes possuem capacidade de adaptacdo a
diferentes condicbes ambientais, resultado de modificagbes em suas atividades
fisioldgicas, bioquimicas e genéticas, sendo, portanto, um elemento fundamental na
compreensao de seu comportamento bioquimico e fisiologico, com vistas a
identificacdo de mecanismos proprios de desenvolvimento, maturacao, diferenciacéao
e sobrevivéncia (ANDRADE et al., 2015).

3.2.1 Mucor subtilissimus

O Mucor subtilissimus pertence ao filo Zygomycota, classe Zygomycetes,
ordem Mucorales, género Mucor. Essa ordem é um grupo filogeneticamente antigo
de fungos, a qual pertence também os géneros Rhizopus, Rhizomucor, Lichtheimia
corymbifera, Cunninghamella, Absidia e Blakeslea (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010;
PHULPIN-WEIBEL et al., 2013).

A classe dos Zygomicetes, do filo Zygomycota, € considerada como grupo de
fungos verdadeiros do reino Fungi. A parede celular dos zigomicetos caracteriza-se
por ser constituido de quitina e quitosana, geralmente com varios nucleos que néo
sdo separados por parede celular. A producdo do septo s6 ocorre quando as
colénias envelhecem e apenas na delimitacdo dos o6rgdos de reproducdo e
dispersdo (ALEXOPOULOS, 1996; PUTZKE, PUTZKE, 1998; TRUFEM, 1999).
Ramos et al.,, (2011) completam informando que a quitosana é naturalmente
encontrada na parede celular dos fungos, principalmente da classe dos

zygomycetes.
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3.3 Fontes nutricionais

3.3.1 Carbono e nitrogénio

Os nutrientes sao substéncias encontradas no ambiente, que participam do
metabolismo celular (anabolismo e catabolismo), e podem ser divididos em dois
amplos grupos: o grupo dos macronutrientes (que sdo necessarios em grandes
guantidades, como exemplos tém: Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio, Fasforo,
Enxofre, Potassio, Magnésio, Calcio, Sédio e Ferro) e o grupo dos micronutrientes
(necessarios em menor quantidade, por exemplo: Cobalto, Zinco, Molibdénio, Cobre,
Manganés e Niquel). De maneira geral, as leveduras necessitam de quatro
elementos basicos: Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio e Oxigénio, além de outros em
menor quantidade. Alguns fungos necessitam ainda de determinados fatores de
crescimento, como por exemplo, a tiamina. As leveduras, para crescer, necessitam
de uma fonte de carbono e de uma fonte organica ou inorgénica de nitrogénio
(VIEIRA, FERNANDES, 2012).

A relacdo carbono/nitrogénio é abundantemente importante para o
crescimento e esporulacdo dos fungos, pois a elevada concentragdo de nitrogénio
reprime a esporulagdo e esta diretamente ligada a concentracdo de carbono
(CUTRIM et al., 2006).

Outro fator muito importante é a concentragdo da fonte de carbono e
nitrogénio, pois possuem efeito significativo sobre a concentragdo maxima de
biomassa e velocidade especifica de crescimento. Substratos a base de cereais
promovem uma fonte adequada de nutrientes para o crescimento de fungos por
conter elevado teor de carbono, e niveis adequados de nitrogénio organico, servindo
ndo s6 como fontes de nutrientes necessarios ao crescimento do micro—organismo,
mas também como fornecedor de compostos que podem induzir a producdo de
determinada biomolécula (HALTRICH et al., 1997; CERTIK, ADAMECHOVA, 2009).
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3.3.2 Extrato de Soja

Para a biologia, bioguimica e ecologia; substrato significa um nutriente para
servir de componente quimico de base para o crescimento e desenvolvimento de
micro-organismos mantendo as condi¢cdes semelhantes ao seu habitat. (FERREIRA,
2000).

A situacdo da economia brasileira sugere esforcos na busca de sistemas mais
produtivos e a custos mais baixos (MORGADO, 2000). Farinas et al., (2008) aborda
gue os derivados da soja destacam-se pela abundancia em determinadas regides do
pais e pelo baixo custo. O Extrato de soja € considerado importante matéria-prima
para alimentacao animal como para o desenvolvimento de produtos ndo alimentares
devido a sua quantidade abundante e baixo custo (MAPA, 2016; FARINAS et al.,
2008).

Desde a década de 1970, acontece o tratamento dos subprodutos industriais,
no qual consistia no reaproveitamento dos residuos, principalmente compostos por
cascas de certas frutas como matéria-prima a fim de produzir alimentos
impecavelmente passiveis de serem incluidos na alimentacdo humana (MATTIAS et
al., 2005; NASCIMENTO FILHO, FRANCO, 2015). Como a quantidade de residuos
gerados pode chegar a muitas toneladas, agregar valor a este subproduto é de
interesse econdmico e ambiental, havendo a necessidade da investigacao cientifica
e tecnolégica que possibilite sua utilizacao eficiente, econdmica e segura (SOUSA et
al., 2011; NASCIMENTO FILHO, FRANCO, 2015).

De acordo com Nascimento Filho e Franco (2015) o reaproveitamento de
‘residuos agroindustriais” ndo consiste simplesmente na reciclagem destes como
racdo animal, ou adubo organico. E necessario mais investimento em pesquisas
para encontrar novos potenciais para a utilizacdo destes residuos, contribuindo,
portanto, para o desenvolvimento da industria biotecnoldgica e preservagdo do meio

ambiente.
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A soja vem apresentando formidavel expansdo e vem ocupando uma posi¢ao
de destaque. A plantacdo, crescimento e colheita da soja apresentam alta
produtividade e uma facil adaptacdo em quase todas as regides mundiais (RIBANI,
2014).

Esta leguminosa é um alimento que oferece elevado valor nutricional, tem
uma composicao quimica rica que inclui 6leos, vitaminas e alguns sais minerais
como calcio e ferro, contém mais de 34% de proteina e é fonte de antioxidantes
como as isoflavonas (SOUCI, FACHMANN, DRAUT, 1994; RIBANI, 2014).

A soja foi introduzida no Brasil em 1908, mas a ampliacdo de seu cultivo so
ocorreu nos anos 1970 com o aumento do interesse na producdo e demanda
internacional de Oleo. Os Estados Unidos sdo os maiores produtores de soja,
seguidos pelo Brasil, Argentina e China, responsaveis por aproximadamente 90% da
producdo mundial. A producdo mundial de soja, em 2004, foi superior a 206 milhdes
de toneladas (BOWLES, DEMIATE, 2006; SILVA et al., 2015c). As propriedades
guimicas e nutricionais da soja e seus subprodutos qualificam-na como um alimento
funcional. Além da oOtima condicdo de sua proteina, estudos mostram que a soja
pode ser utilizada na prevencdo e terapéutica no tratamento de doencas
cardiovasculares, cancer e osteoporose (SILVA et al., 2015c). E, o extrato de soja é
guimicamente determinado como uma emulsdo (composta por lipidios), suspensao
(constituida de proteinas, carboidratos e pequenas particulas) e solugdo (composta
por minerais e acucares) (MORAIS, SILVA, 1996; BROCA et al., 2014).

E uma leguminosa com grande expressdo na economia externa e interna do
Brasil, ndo sO pelo seu valor como grdo para consumo, mas pelas diversas
possibilidades de uso devido aos seus teores de Oleo e proteina elevados e,
também, a boa valorizacdo comercial de seus derivados. O Brasil € o segundo maior
exportador de soja (Glycine max (L.) Merril) do mundo, a safra 2012/2013
apresentou uma area de 27.721,5 mil hectares plantados, indicando um aumento de
10,7% em relacdo a safra anterior. Na safra de 2013, houve producédo recorde de

81.456,7 milhdes de toneladas de soja, representando acréscimo de 22,7% se
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comparada a safra 2012; a projecdo para o futuro (safra de 2021/2022) & de 88,9
milhdes de toneladas de soja (CONAB, 2013; BRASIL, 2012; BROCA et al., 2014).

Além de ser uma rica fonte de proteina vegetal, segundo Paris et al., (2012) e
Agrawal et al., (2004) a soja também constitui um excelente meio nutricional para o
crescimento e desenvolvimento de micro-organismos ao longo da FES (fermentacédo

em estado s0lido).

Da soja originam-se a diversos produtos e subprodutos sendo alguns
exemplos o tofu (queijo de soja), farinhas e farelos de soja, extrato aquoso de soja
(leite de soja) e o residuo do extrato aquoso da soja, denominado okara ou residuo
de soja (SILVA et al., 2015 c)

Os derivados da soja sdo muitos, mas destaca-se o0 extrato de soja por ser
um produto pronto para consumo, de alto valor nutritivo, de custo relativamente
baixo e de facil obtencdo (FELBERG et al., 2004).

A Resolucdo 14/78 da Comissdo Nacional de Normas e Padrbes para
Alimentos instituiu padréo de identidade e qualidade para o extrato de soja, o qual €
determinado como "produto obtido a partir da emulsdo aquosa resultante da
hidratacdo dos graos de soja, convenientemente limpos, seguido de processamento
tecnoldgico adequado, adicionado ou ndo de ingredientes opcionais permitidos,
podendo ser submetido a desidratacado, total ou parcial". A composi¢cdo centesimal
foi assim constituida: umidade maximo 93,0%, proteina minimo 3,0%, lipideos
minimo 1,0%, carboidratos maximo 2,8% e cinzas maximo 0,6% (BRASIL, 1978;
LIENER, 1994; MAIA, 2006; BROCA et al., 2014).

De acordo com Moreira et al., (2010) a obtencédo do extrato de soja se baseia
na selecao e lavagem dos graos, seguidas de aquecimento, resfriamento e retirada
das cascas, e apoOs esses procedimentos € realizado um novo aquecimento,

trituracao e filtragem da massa de graos.
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A industria alimenticia aplica amplamente o extrato de soja, esteja ele liquido
ou em po, pois, pode ser consumido na forma de bebida ou como constituinte de
produtos lacteos (iogurtes, formulados infantis, sorvetes e cremes) (CABRAL et al.,
1997) e apresenta ainda baixo custo e alta qualidade protéica e energética (WANG
et al., 1997; SILVA, 2007).



34

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, F. O. M. S. et al. Propriedades e Caracteristicas da Quitosana Obtida a
Partir do Exoesqueleto de Caranguejo-Ucd Utilizando Radiacdo de Microondas.
Polimeros, Fortaleza, v. 23, n. 5, 2013.

AGRAWAL, D. et al. Production of alkaline protease by Penicillium sp. under SSF
conditions and its application to soy protein hydrolysis. Process Biochemistry,
India, v. 39, n. 8, 2004.

AIROLDI, C. A relevante potencialidade dos centros basicos nitrogenados
disponiveis em polimeros inorganicos e biopolimeros na remocdo catibnica.
Quimica Nova, Sao Paulo, v. 31, n. 1, 2008.

ALEXPOULOUS, C. J. Introductory Micology. 4th ed. New York: John Willey,
1996.

AMORIM, R. V. S. et al. Alternative carbon source from sugar cane process for
submerged cultivation of Cunninghamella bertholletiae to produce chitosan. Food
Technology and Biotechnology, Alberta, v. 44, n. 4, 2006.

AMORIM, R. V. S. et al. Faster chitosan production by mucoralean strains in
submerged culture. Brazilian Journal of Microbiology, Sdo Paulo, v. 32, n. 1,
2001.

AMORIM, R. V. S. et al. Screening of chitin deacetylase from Mucoralean strains
(Zygomycetes) and its relationship to cell growth rate. Journal of Industrial
Microbiology & Biotechnology, Hampshire, v. 32, 2005.

ANDRADE, M. V. R. F. et al. Isolamento, caracterizagdo fenotipica e perfil de
crescimento de Cepas do Fungo Cunninghamella sp. de Solo do Sul do Tocantins,
Brasil. Biota Amazonia, Macapa, v. 5, n. 2, 2015.

ANDRADE, V. S. et al. A factorial design analysis of chitin production by
Cunninghamella elegans. Canadian Journal of Microbiology, Ottawa, v. 46, n. 11,
2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15668816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15668816

35

ANDRADE, V. S. et al. Effect of medium components and time of cultivation on
chitin production by Mucor circinelloides (Mucor javanicus IFO 4570) - A factorial
study. Revista Iberoamericana Micologia, Espanha, v. 20, 2003.

ASSIS, O.B.G.; DOUGLAS, B. Processo Basico de Extracdo de Quitina e Producéao
de Quitosana a partir de Residuos da Carcinicultura. Embrapa Instrumentacao
Agropecuaria. Revista Brasileira de Agrociéncia, Pelotas, v.14, n. 1, 2008.

AZEVEDO, V. V. C. et al. Quitina e Quitosana: aplicagbes como biomateriais.
Revista Eletrénica de Materiais e Processos, Campina grande, v. 2.3, 2007.

BERGER, L. R. R. et al. Efeito de licor de milho (CSL) e mandioca de Aguas
Residuais (CW) em quitina e quitosana: Producéo por Cunninghamella elegans e
as suas caracteristicas fisico-quimicas e citotoxicidade. Moléculas, Suica, v.19,
n.3, 2014.

BESSA-JUNIOR A. P.; GONGCALVES, A. A. Analises econdmica e produtiva da
guitosana extraida do exoesqueleto de camardo. Actapesca, Jardim Rosa Elze, v.
1,n.1,2013.

BOTELHO, R. V.; et al. Quitosana no controle de Penicillium sp. na pos colheita de
macas. Revista Brasileira de Agroecologia, Porto Alegre, v. 5, n. 2, 2010.

BOWLES, S.; DEMIATE, I. M. Caracterizacdo Fisico-quimica de Okara e aplicacao
em Pé&es do tipo Francés. Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas,
V. 26, n. 3, 2006.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Brasil Projecdes do
Agronegocio 2011/2012 a 2021/2022. Brasilia, 2012.

BRASIL. Ministério da Educacdo. Secretaria de Educacdo Profissional e
Tecnologia. Microbiologia Geral. Inhumas, 2012. 100 p.

BRASIL. Resolucdo CNNPA n° 14/78. Padrdo de Identidade e Qualidade para
Farinha Desengordurada de Soja, Proteina Texturizada de Soja, Proteina
Concentrada de Soja, Proteina Isolada de Soja e Extrato de Soja. Diario Oficial
[da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 28 ago. 1978. Secéo 1, pt . 1.



36

BROCA, C. L. C. et al. Elaboracdo e Armazenamento de uma Bebida a Base de
Soja Sabor Lim&o. Uniciéncias, Londrina, v. 18, n. 1, 2014.

BUETER, C. L.; SPECHT, C. A.; LEVITZ, S. M. Innate sensing de chitin and
chitosan. Plos Pathog, Séo Francisco, v.9, 2013.

CABRAL, L. C. et al. Efeito da pressdo de homogeneizacdo nas propriedades
funcionais do leite de soja em pé. Revista de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Campinas, v.17, n. 3, 1997.

CAl, J. et al. Structural characterization and antimicrobial activity of chitosan (CS-
40)/nisin complexes. Journal of Applied Polymer Science, v. 116, n. 6, 2010.

CAMPANA-FILHO, S. P. et al. Extrac&o, Estruturas e Propriedades de a e B quitina.
Quimica Nova, Sao Paulo, v. 30, n. 3, 2007.

CAMPOS-TAKAKI, G. M. The fungal versatility on the copolymers chitin and
chitosan production. In: DUTTA, P.K. (Org.) Chitin and chitosan opportunities
and challenges, India. International Publications. 2005.

CARDOSO, A. et al. Submerged fermentation for chitin and chitosan production
by Rhizopus arrhizus UCP 402. Asian chitin Journal, v. 6, n. 2, 2010.

CERTIK, M.; ADAMECHOVA, Z. Cereal-based bioproducts containing
polyunsaturated fatty acids. Lipid Technology, v. 21, n. 11/12, 2009.

CERTIK, M.; ADAMECHOVA, Z.; GUOTHOVA, L. Simultaneous enrichment of
cereals with polyunsaturated fatty acids and pigments by fungal solid-state
fermentations. Journal of Biotechnology, Bethesda, v. 168, n. 2, 2013.

COLEN, G.; JUNQUEIRA, R. G.; SANTOS, T. M. Isolation and screening of alkaline
lipase-producing fungi from Brazilian savanna oil. World Journal of Microbiology
and Biotechnology, v. 22, n. 8, 2006.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento de safra
brasileira: gréos, décimo levantamento. Brasilia, DF: CONAB, 2013.



37

CUTRIM, F. A. et al. Influéncia de meios de cultura e da interagdo carbono-
nitrogénio no crescimento e esporulacdo de Penicillium sclerotigenum. Summa
Phytopathol, Botucatu, v. 32, n. 1, 2006.

DHILLON, G. S. et al. Green synthesis approach: extraction of chitosan from fungus
mycelia. Critical reviews in biotechnology, Bethesda, v. 1, n. 25, 2012.

DIAS, K. B. et al. Chitin and chitosan: Characteristics, uses and production current
perspectives. Journal of Biotechnology and Biodiversity, Gurupi, v.4, n.3, 2013.

ESPOSITO, E.; AZEVEDO, J. L. Fungos: uma introducéo a Biologia, Bioquimica e
Biotecnologia. 2. ed. rev e ampl. Caxias do Sul: Editora da Universidade de Caxias
do Sul, 2010.

FAI, A. E. C.; STAMFORD, T. C. M.; STAMFORD, T. L. M. Potencial biotecnolégico
de quitosana em sistemas de conservagao de alimentos. Revista Iberoamericana
de Polimeros, Vasco, v.9, n.5, 2008.

FARINAS, C. S. et al. Avaliagdo de Diferentes Residuos Agroindustriais como
Substratos para a Producédo de Celulases por Fermentacdo Semi-solida. Embrapa
Instrumentacdo Agropecuéaria, Sdo Carlos, n. 22, 2008.

FELBERG, I. et al. Bebida mista de extrato de soja integral e castanha-do-Brasil:
caracterizagdo fisico-quimica, nutricional e aceitabilidade do consumidor.
Alimentos e Nutricdo, Araraquara, v. 15, n. 2, 2004.

FERREIRA, A. B. H. Dicionario da Lingua Portuguesa. Rio de Janeiro: Nova
Fronteira. 2000.

FRANCO, L. O. et al. Cunninghamella elegans (IFM 46109) como fonte de quitina e
guitosana. Revista Analytica, Lorena, v. 4, n. 14, 2005.

GOOSEN, M. E. A. Applications of chitin and chitosan. Technomic Publishing
Company, Lancaster, 1996.

HALTRICH, D. et al. Production of fungal xylanases. Bioresource Technology,
Barcelona, v. 58, 1997.



38

HEJAZI, R.; AMIJI, M. Chitosan-based gastrointestinal delivery systems. J. Control.
Release, Salt Lake City, v. 89, n. 2, 2003.

INOKUMA, K.; TAKANO, M.; HOSHINO, K. Direct ethanol production from N-
acetylglucosamine and chitin substrates by Mucor species. Biochemical
Engineering Journal, Lausanne, v. 72, 2013.

JEON, C.; HOLL, W. H. Chemical modification of chitosan and equilibrium study for
mercury ion removal. Water Research, Karlsruhe, v. 37, n. 19, 2003.

JOHNSON, H. M. Market Outlook in the International Fish & Seafood Sector.
Alternative Products/Uses and Food Safety Issues. OCAD, Ottawa, v. 3, 2002.

KAFETZOULQOS, D.; MARTINOV, A.; BOURIOTIS, V. Chitin Enzymology. In:
MUZZARELLI, R. A. A., (Ed.), European chitin society, Ancona, 1993.

KAR, S. et al. Production of cellulase-free xylanase by Trichoderma reesei SAF3.
Brazilian Journal of Microbiology, Séo Paulo, v. 37, n. 4, 2006.

KARIMI, K.; ZAMANI, A. Mucor indicus: Biology and industrial application
perspectives: A review. Biotechnology advances, v. 31, n. 4, 2013.

KRAJEWSKA, B. Application of chitin and chitosan based materials for enzyme
immobilizations: a review. Enzyme and Microbial Technology, Krakow, v. 35, n. 2-
3, 2004.

KURITA, K. Chitin and chitosan: Functional Biopolymers from Marine Crustaceans.
Marine biotechnology, Musashino-shi, v. 8, n. 3, 2006.

LACAZ, C. S. et al. Guia para identificacdo de fungos, actinomicetos e algas de
interesse médico. S&o Paulo: Sarvier FAPESP. 1998.

LARANJEIRA, M. C. M.; FAVERE, V. T. Quitosana: Biopolimero funcional com
potencial industrial biomédico. Quimica Nova, Florianépolis, v. 32, n. 3, 2009.

LIENER, IL.E. Implications of antinutritional components in soybean foods. Critical
Reviews in Food Sciense Nutrition, Boca Raton, v. 34, n.1, 1994.



39

LUCENA, G. L. et al. Avaliacdao da Capacidade de Adsorcao da Quitosana
Quaternizada na Remocéao de lons Cu2+ e Cr3+. Revista Virtual Quimica, Niterai,
v.7, n. 6, 2015.

MAIA, M. J. L. et al. Qualidade e rendimento do "leite" de soja da Unidade de
producdo de derivados da soja - Unisoja - fcf-ar/UNESP. Alimentos e Nutricéo,
Araraquara, v.17, n.1, 2006.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO. Dados
Estatisticos. Soja, Brasilia, DF. Disponivel em:
<http://://lwww.agricultura.gov.br/vegetal/culturas/soja> Acesso em: maio 2016.

MATTE, G. M.; DA ROSA, S. A tecnologia da microencapsulacdo através das
microesferas de quitosana. Revista Iberoamericana de Polimeros, Vasco, v.14,
n.5, 2013.

MATTIAS, M. F. O. et al. Use of fibres obtained from the cashew (Anacardium
ocidentale, L) and guava (Psidium guayava) fruits for enrichment of food products.
Brazillian Archives Biology Technology, Curitiba, v. 48, 2005.

MERZENDORFER, H. Insect chitin synthases: a review. Journal of Comparative
of Physiology B, Nova York, v. 176, 2006.

MOORE-LANDECKER, E. Fundamentals of the Fungi. 4th ed. New Jersey:
Prentice Hall, 1996.

MORAIS, A. A.; SILVA, A. L. A soja: suas aplicacdes. Rio de Janeiro: Medsi, 1996.

MOREIRA, R. W. M. et al. Avaliacdo sensorial e reolégica de uma bebida
achocolatada elaborada a partir do extrato hidrossolavel de soja e soro de queijo.
Acta Scientiarum Technology, Maringa, v. 32, n. 4, 2010.

MORGADO, I. F. et al. Residuos agroindustriais prensados como substratos para a
producao de mudas de cana- de acucar. Agricultura, Piracicaba, v. 57, n. 4, 2000.

MOURA, C.; et al. Quitina e quitosana produzidas a partir de residuos de camardo
e siri: Avaliacdo do processo em escala piloto. Vetor, Rio Grande, v. 16, 2006.


http://www.agricultura.gov.br/vegetal/culturas/soja

40

MUZZARELLI, C.; MUZZARELLI, R. A. A. Natural and artificial chitosan-inorganic
composites. Journal of inorganic biochemistry, Ancora, v. 92, n. 2, 2002.

NAS - The National Academy of Science, the. Lighting the way: Knowledge
assessment in Prince Edward Island. Washington, D.C.: National Academic,1999.

NASCIMENTO FILHO, W. B; FRANCO, C. R. Avaliacdo do Potencial dos Residuos
Produzidos Através do Processamento Agroindustrial no Brasil. Revista Virtual
Quimica, Niterdi, v. 7, n. 6, 2015.

PARIS, L. D. et al. Produgéo de complexos enziméticos por A. niger a partir de soja
por fermentacdo em estado solido. Acta Scientiarum Technology, Maringa, v. 34,
n. 2, 2012.

PATERSON, R. R. M. Fungal enzyme inhibitors as pharmaceuticals, toxins, and
scourge of PCR. Current Enzyme Inhibition, Hilversum, v. 4, n. 1, 2008.

PHULPIN-WEIBEL, A. et al. Focus on invasive mucormycosis in paediatric
haematology oncology patients: a series of 11 cases. Mycoses, Malden, v. 56,
2013.

PINTO, L. A. A. Quitina e Quitosana obtidas de rejeitos de pescado e aplica¢cdes no
tratamento de efluentes In: Goncalves, A. A. (Ed.). Tecnologia do pescado:
ciéncia, tecnologia, inovacéo e legislacdo. Sdo Paulo: Atheneu, 2011. cap. 4-8.

POCHANAVANICH, P.; SUNTORNSUK, W. Producéo fungica de quitosana e sua
caracterizacao. Letters in Applied Microbiology, v.35, 2002.

POLIZELI, M. L. T. M. et al. Xylanases from fungi: properties and industrial
applications. Applied Microbiology and Biotechnology, New York, v. 67, n. 5,
2005.

PUTZKE, J.; PUTZKE, M. T. L. Os Reinos dos Fungos. Santa Cruz do Sul:
UNISC, 1998. v. 1.

Ql, L. et al. Preparation and antibacterial activity of chitosan nanoparticles.
Carbohydrate Research, Hangzhou, v. 339, 2004.



41

QUINN, P. J. et al. Veterinary Microbiology and Microbial Disease. 2nd ed.
Wiley-Blackwell. Ames. lowa, 2011.

RAMOS, L. R. B. et al. Perspectivas para o uso da quitosana na agricultura.
Revista Iberoamericana de Polimeros, Vasco, v. 12, n. 4, 2011.

RIBANI, M.; COLLINS, C. H.; BOTTOLI, C. B. G. Desenvolvimento e validagao de
método para separacdo de isoflavonas em extrato seco de soja. Ciéncia e Natura,
Santa Maria, v. 36, n. 3, 2014.

RINAUDO, M; DOMARD, A. Solution properties of chitosan. In: Skjak-Braek G,
Anthonsen T, Sandford P, editors. Chitin and chitosan: sources, chemistry,
biochemistry, physical properties and applications. London and New York:
Elsevier. 1989.

RIVA, R. et al. Chitosan and Chitosan Derivatives in Drug Delivery and Tissue
Engineering. Advences in Polymer Science, Berlin, v. 244, 2011.

ROBERTS, G. A. F. Chitin Chemistry. The Macmillan Press. London, 1992.

RODRIGUEZ-NUNES J. R. et al. Antimicrobial activity of chitosan-based films
against Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus. Int. J. Food Sci.
Tech., Alberta, v. 47, p. 2127-2133, 2012.

SANO, H. et al. Inhibition of oral Streptococci to saliva treated hidroxyapatite by
chitin derivatives. Bull Tokyo Den Coll, Tokyo, v. 32, n. 1, 1991.

SHEPHERD, R. et al. Chitosan functional properties. Glycoconjugatives Journal,
New York, v. 14, n. 4, 1997.

SILVA, F. C. et al. Taxonomia polifasica para identificacdo de Aspergillus Secédo
flavi: uma revisdo. Revista Ifes Ciéncia, Instituto Federal do Espirito Santo, Vitéria,
v.1l,n. 1, 2015 a.

SILVA, H. S. R. C.; SANTOS, K. S. C. R.; FERREIRA, E. I. Quitosana: derivados
hidrossoluveis, aplicacBes farmacéuticas e avancos. Quimica Nova, Séao Paulo, v.
29, n. 4, 2006.


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SILVA,+HELIO+S.+R.+COSTA
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SANTOS,+KATIA+S.+C.+R.+DOS
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SANTOS,+KATIA+S.+C.+R.+DOS

42

SILVA, J. B. A. et al. Producéo de enzimas extracelulares por fungos associados a
decomposicdo de materiais vegetais em riachos. J. Bioen. Food Sci, Macapa, v. 2,
v. 4, 2015 b.

SILVA, J. B. et al. Aceitabilidade de bebidas preparadas a partir de diferentes
extratos hidrossolUveis de soja. Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 42, n. 12, 2007.

SILVA, J. F. M. et al. Utilizacao de filme de quitosana para o controle de aflatoxinas
em amendoim. Bragantia, v. 74, n. 4, p. 1-9, 2015 d.

SILVA, M. O. et al. Elaboracéo de barra de cereal utilizando residuo de extrato de
soja com adicdo de p6 de casca de noz-peca. Revista Tecnoldgica, Maringa, 2015
C.

SILVA, R. C.; ANDRADE JR, M. A. S.; CESTARI, A. R. Adsorcao de Cr(VI) em
esferas reticuladas de quitosana - novas correlacées cinéticas e termodinamicas
utilizando microcalorimetria isotérmica continua. Quimica Nova, v. 33, n. 4, 2010.

SILVA, R. et al. Aplicacfes de fibras lignoceluldsicas na quimica de polimeros e em
compoésitos. Quimica Nova, Maringa, v. 32, n. 3, 2009.

SOUCI, S.W.; Fachmann, W.; Draut, H. Food Composition and Nutrition Tables.
Stuttgart: Medpharm Scientific Publishers, Stuttgart, 1994.

SOUSA, M. S. B.; et al. Caracterizacdo nutricional e compostos antioxidantes em
residuos de polpas de frutas tropicais. Ciéncia Agrotécnica, Larvas, v. 35, n. 3,
2011.

SPIN-NETO, R. et al. Biomateriais a base de quitosana com aplicacdo médica e
odontoldgica: reviséo de literatura. Revista de Odontologia da UNESP, Séo Paulo,
v. 37, n. 2, 2008.

STAMFORD, T. C. M. et al. Growth of Cunninghamella elegans UCP 542 and
production of chitin and chitosan using yam bean médium. Electronic Journal
Biotechnology, Val paraiso, v.10, n.1. 2007. Disponivel em:
<http://www.ejbiotechnology.info/index.php/ejbiotechnology/article/view/v10n1-
1/196> Acesso em: jul. 2014.



http://www.ejbiotechnology.info/index.php/ejbiotechnology/article/view/v10n1-1/196
http://www.ejbiotechnology.info/index.php/ejbiotechnology/article/view/v10n1-1/196

43

SYNOWIECKY, J.; AL-KHATEB, N. A. A. Q. Mycelia of Mucor rouxii as a source of
chitin and chitosan. Food Chemistry, Gdansk, v. 64, n. 4, 1997.

THARANATHAN, R. N.; KITTUR, F. S. Chitin: the undisputed biomolecule of great
potential. Critical Review in Food Science Nutrition, v.43, n. 2, 2003.

TOLEDO, A. M. N.; SOARES L. A. S. Bionanoparticulas: principais aspectos e
aplicac6es da matéria organica em escala nanométrica. Holos, Tirol, v. 1, ano. 32,
2016.

TRUFEM, S. F. B. Taxonomia de zigomicetos. In: BONONI, V. L. R. Zigomicetos,
Basidiomicetos e Deuteromicetos: nocfes basicas de taxonomia e aplicacdes
biotecnoldgicas. Sdo Paulo: Secretaria de Estado do Meio Ambiente, 1998.

VIEIRA, D. A. P.; FERNANDES, N. C. A. Q. Microbiologia Geral. Inhumas: Instituto
Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Goias, 2012.

WANG, Z.H. et al. Solid phase extraction for CG analysis of beany flavours in
soymilk. Food Research International, Vancouver, v.30, 1997.



44

CAPITULO I

Uma nova linhagem de Mucor subtilissimus (UCP 1262) isolado do solo da caatinga
(Pernambuco, Brasil) como fonte atraente de quitosana.
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Resumo: A cinética de crescimento de uma nova linhgem de Mucor subtilissimus
isolado do solo caatinga de Pernambuco, Brasil, foram estudadas em meios s6lidos
Sabouraud Dextrose Agar (SAB), Meio Sintético para Mucorales (SMM), Extrato de
Malte Agar (MEA) e Extrato de Soja e Glicose (SEG). O crescimento radial das
colonias de M. subtilissimus em meios solidos, foram avaliados pelo Indice da
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), velocidade especifica de crescimento
(uEsp.h™) e tempo de geracao. O fungo apresentou crescimento em todos os meios
utilizados; no entanto, selecionou-se o meio SEG considerando: baixo custo comercial
do extrato de soja, uma velocidade especifica de crescimento (uEsp.h?) 0,035831 e
tempo de geracao de 19,34504 h''. O meio liquido SEG foi usado para producao de
biomassa fangica e produgao de quitosana apds aplicagio de um planejamento
fatorial 22. A condicdo otimizada mostrou producao de 17,42gL! de biomassa e 250
mg.g de quitosana (ensaio 2: extrato de soja 5% e glicose 4%) , seguido do ensaio 4
(10% de extrato de soja e glicose a 4%) com producao de 20,66gL" biomassa e 210
mg.g quitosana. O espectro de absor¢ao no raio infravermelho confirmou ser
polimero de quitosana com um grau de desacetilacdo de 78,3% e 87,5%,
respectivamente para os ensaios 2 e 4. Os resultados recomendam a nova linhagem
de M. subtilissimus como promissora fonte natural alternativa e ‘eco-friendly’ da
quitosana.

Palavras-chave: Mucor subtilissimus. Co-polimero. Otimizagao. Grau de desacetilagao.
Validacao estatistica.
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1 Introducao

A quitosana quimicamente ¢ um biopolimero formado de unidades (3-(1—4) -2-
amino-2- desoxi-D-glicopiranose e produto do processo de desacetilagao parcial da
quitina, biopolimero constituido de unidades P—(1—4) 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose [1-3].

O biopolimero quitosana extraido de fungos apresenta caracteristicas
extraordindrias, tais como: biocompatibilidade, hidrofilicidade, biodegradabilidade,
propriedades bactericidas, bioatividade; sua utilizacdo nao induz reagdes de
toxicidade ao corpo humano [3-5].

A quitosana comercializada ¢ um produto derivado da quitina de crustaceos
oriundos de residuos da industria pesqueira, cuja demanda pode ser afetada por
instabilidades climaticas (sazonalidade), necessitando ainda de controle de qualidade
e padronizacdao da matéria-prima. Neste sentido, a busca de fontes alternativas é
necessaria, considerando os problemas causados com o processo de extragao utilizar
bases e 4acidos fortes causando um consideravel impacto ambiental, além, da
presenca da proteina que causa reagdes alérgicas [6].

O uso da biomassa fangica para obter os co-polimeros apresentam grandes
vantagens, como: extracao simultanea dos biopolimeros, nao dependéncia da
sazonalidade, produgao em escala ilimitada, processo simples e econdmico (por
reduzir custo e tempo) e ainda, nao permite contaminagao por proteinas. Proteinas
estas, que induzem as reagdes alérgicas em individuos predispostos a alergias por
crustaceos [7-9].

Além disso, uma fonte alternativa de quitosana é encontrada na parede celular
de alguns fungos, em especial da classe Zygomycetes [10]. A vantagem mais
importante desta fonte é porque a parede celular de fungos Zigomicetos contém
quantidades significativas de quitosana. As propriedades fisico - quimicas e o
rendimento de quitosana pode ser manipulados e padronizados, controlando os

parametros de cultura e as condi¢des de processamento [11].
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Portanto, os processos de obtencdo de quitosana a partir de fungos apresentam-
se como uma alternativa promissora, podendo ser realizada a extragao simultanea de
quitina e quitosana, sem causar dependéncia de fatores estacionais, além de facil
obtencao e auséncia de proteinas. Por sua vez, o uso de polimeros naturais a base de
quitina-quitosana para aplicagdes diversificadas tém sido de vital importancia para
os avangos biotecnologicos e apresentam varias vantagens dentre elas a sua facil
obtencgao [12], a biocompatibilidade, a biodegradabilidade e suas diversas aplica¢des
na area nutricional, biotecnologia, ciéncia dos materiais, drogas e produtos
farmaceéuticos, agricultura e protecao ambiental [13-17].

O principal objetivo do presente trabalho foi estabelecer o perfil de crescimento
de uma nova linhagem de Mucor subtilissimus isolado do solo da Caatinga de
Pernambuco, Brasil, utilizando quatro meios de cultura diferente e, verificar a
possibilidade de produgao de quitosana através de meio de cultivo SEG liquido

constituido por extrato de soja suplementado com glicose, como substratos .
2 Material e métodos
2.1 Micro-organismo

O micro-organismo Mucor subtilissimus (UCP 1262) foi isolado de solo da
Caatinga Serra Talhada, Pernambuco, Brasil, mantido em Sabouraud Dextrose Agar
na Colecao de Culturas da UCP (Universidade Catodlica de Pernambuco) e registrado
no World Federation for Culture Collection-WFCC.

2.2 Substratos e composi¢ao dos meios

Os substratos usados foram a Glicose (Neon Comercial Ltda., Sao Paulo) e o

Extrato de Soja 10%, adquirido do comércio local. Foram utilizados quatro meios
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diferentes para avaliar o crescimento radial do M. subtilissimus como: Meio com
Extrato de Soja e Glicose (SEG) descrito por Colla, Hemkemeier e Gil [18],
[modificado pela adi¢ao de 10% de Extrato de Soja; 10% de solugao salina (KH2 POs —
2g/L; MgSOs — 1g/L e solugao trago — 10 mL/L; a solugdo traco tem em sua
composi¢ao FeSOs7H20 - 0,63 mg; MnSOs — 0,01 mg; ZnSOs — 0,62 mg e agua
destilada até atingir 1L); 4,5% de Extrato de Levedura]; Meio com Extrato de Malte
(MEA) [composto por 2% de Extrato de Malte; 0,1% de peptona; 2% de glicose]; Meio
Sintético para Mucorales ( SMM ) descrito por Hesseltine e Anderson [19] [composto
por 4% glicose; 0,2% de asparagina; 0,05% fosfato de potdssio monobasico; 0,025%
sulfato de magnésio 7 H20; 0,05 mg de cloridrato de tiamina] e Meio Sabourand
Dextrose Agar (SAB) [composto por Peptona universal 10g; Dextrose 40 g; Agar-
4gar 15 g; 1000 mL 4gua destilada]. Os meios foram solidificados com Agar 2g e os
meios liquidos foram removidos do Agar. A Tabela 1 expressa a composi¢do do

extrato de soja de acordo com Chauhan [ 20 |:

Tabela 1. Composicao quimica do Extrato de Soja

Propriedades Unidades Valores
Carboidratos g/100g 0.4-2.0
Proteinas g/100g 2.0-3.5
Lipidios g/100g 0.3-1.9
Calcio mg/100g 15-70
Fostforo mg/100g 30-105
Ferro mg/100g 1.2-3
Vitamina B1 ng/100g 40
Vitamina B2 ug/100g 120
Vitamina B3 ug/100g 0.1

Fonte : Chauhan [ 20 ]
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2.3 Determinacao da velocidade de crescimento micelial

O fungo foi cultivado em placa de Petri, com 9,2 cm de diametro, 4 placas para
cada meio, totalizando 16 placas. Eles foram mantidos a 28°C, por 144 horas, e as
medidas foram registradas a cada 24h. Para analisar a velocidade de crescimento
micelial, foi repicada uma amostra do fungo no centro das 16 placas. A cada 24 horas
foram medidas a drea de crescimento do fungo em escala de milimetros com uma
régua. O perfil de crescimento de M. subtilissimus foi estabelecido por calculo do
Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), velocidade especifica de
crescimento (uEsp.h') e tempo de geracao (TG) , de acordo Trinci [ 21 ]. Para
apresentacio dos resultados foi utilizado o box-plot . Para o célculo do Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) foram utilizadas medidas em
milimetros, de acordo com a féormula descrita por Guadarrama — Mendoza et al., [22].

(D-Dy)

IVCM =) N

(1)

Onde:
D= Diametro médio atual da coldnia.
Da= Diametro médio da coldnia do dia anterior

N= Numero de dias apds a inoculagao.

A velocidade especifica de crescimento (i) pode ser calculada a partir do

modelo de Monod [23]
w=In (N/N,) 2)

Onde:
N=numero de micro-organismos

N,=ntimero inicial de micro-organismos.
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2.4 Extracao de quitina e quitosana por biomassa de Mucor subtilissimus

A producao de biomassa por Mucor subtilissimus foi realizada utilizando frascos
de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade contendo 100 mL do meio basico proposto
por Colla, Hemkemeier e Gil [18], modificado. Foram cortados 20 discos de 6 mm de
diametro, do M. subtilissimus crescido no mesmo meio em estado solido, e
adicionados em cada um dos oito ensaios. Os frascos foram mantidos a 28 ° C,
durante 96 h, 150 rpm e obtivemos a biomassa do M. subtilissimus. A biomassa foi
tiltrada em filtro com malha de 120 “mesh”, em seguida, liofilizada, e mantidas em
dessecador, até peso constante .

A extragao dos polissacarideos (quitina e quitosana) foi realizada utilizando a
biomassa seca liofilizada de Mucor subtilissimus obtida pela metodologia de Jin Hu et
al.,, [24], modificada. A biomassa seca liofilizada foi tratada com uma solucao de
NaOH 1M por autoclavagem a 100°C (vapor fluente) por 15mim, para remover a
fragao alcali soltvel, posteriormente, centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos. Antes
do tratamento com acido acético 2% o residuo foi neutralizado com solugao de HCI
0,IN, lavado e, o residuo coletado foi tratado com uma solucao de acido acético a 2%
por autoclavagao a 100°C por 15mim. Em seguida, foi novamente centrifugado a 4000
rpm por 15 min, sendo separado o sobrenadante, correspondente a fracao acido
solavel. O sobrenadante foi neutralizado a pH 10 e mantido a 4°C “over nigth” para
precipitacao da quitosana. O residuo obtido da centrifugacao a 4000 rpm por 15
minutos foi lavado até a neutralidade com agua destilada e depois liofilizado. O teor
de quitosana foi estabelecido por gravimetria e expresso em mg/g de biomassa. A
quitina extraida do residuo acido insoluvel foi lavada com agua destilada gelada até
a neutralizacdo, e em seguida liofilizada. O teor de quitina foi estabelecido por

gravimetria e expresso em mg/g de biomassa.
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2.5 Caracterizacao da quitosana e grau de desacetilagao

O quitosana obtido foi caracterizada usando espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho e da determinacdo do grau de desacetilagdo. A analise de
quitosana atraves do espectrofotometro de infravermelho foi realizada utilizando
pastilhas de KBr.

O nivel de grau de desacetilacdo foi determinada por bandas de absorcao a
1655cm- ! e 3450cm™, os quais sdao associados com as carbonilas de grupos N-acetil
residual e hidroxila, respectivamente [25] .

De acordo com Stamford et al., [26], a medida da absor¢ao em um espectro de
transmitancia contra o comprimento de onda é necessario: 1) desenhar as linhas de
base; 2) calcular a diferenca na transmitancia; 3 ) conversao dos valores de
transmitancia para a absorbancia (A =log T1 / T2 ) aplicando os valores na equagao
proposta por Moore e Roberts [ 25 ], equagao 3. A equagao tem como objetivo para
calcular o grau de desacetilacdo de quitosana caracteristicas relativas dos picos do

grupo amina e o heteropolimero acetamida.

DA (%) = (A1ess/ Asas0) X 100/1.33 3)
Onde:

A1655 é a absorbancia de comprimento de onda de 1655 cm™! obtida usando a
linha de base para a proposta Morre e Roberts [ 25 ]. A A3450 é a banda de absorgao
no comprimento de onda de 3450 cm-'. 1:33 o namero é igual ao valor de ( A1655 /
A3450 ) encontrados em quitina pura. Utilizou-se 2 mg de amostra de quitina e
quitosana foram secas durante a noite a 60 °C sob pressao reduzida e totalmente
homogeneizada com 100mg de KBr. Os discos de KBr preparados foram secos
durante 24h a 110 °C sob pressao reduzida. A espectroscopia de raio infravermelho
foi realizada utilizando uma Transformada de Fourier Spectrometer (FTIR), BRUKER

Mod. IFS 66. Discos de KBr foram usados como referéncia.
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2.6 Planejamento Fatorial Completo

Planejamento fatorial completo 22, constituido por 8 ensaios e quatro repeti¢cdes
no ponto central foi realizado para investigar os efeitos e interagdes das variaveis
independentes, sobre a varidvel resposta producao de quitina e quitosana. A Tabela 2

apresenta os niveis e valores das varidveis independentes.

Tabela 2. Modelo da Matriz do planejamento fatorial de 22

Niveis
Fatores -1 0 +1
Glicose 1 2,5 4
Extrato de soja 5 7,5 10

NOTA: valores constantes Extrato de Levedura - 4,5 g / 100mL

3 Resultados e discussdo

3.1 Descri¢ao da nova linhagem de Mucor subtilissimus

Colonias de cor branca acinzentada, com aparéncia cedosa, levemente
aromatica com diametro de 9 cm e 1cm de altura, a temperatura de 25 °C em EMA e
SEG . Com reverso amarelo claro. Os esporangioforos: medem 5,5 - 12 um de
didmetro com ramificacoes simples ou fracamente simpodial, com alguns
esporangios jovens constrictos e colapsados. Esporangio globoso a discretamente
achatado com parede de aspecto vitreo amarelado transparente cerca de 75 pum de
diametro. Columela de globosa a sub globosa com 45 pm de didmetro, alguns
elipsoide até 45 x 35 um. Esporangidforos mostraram aspecto hialino, elipsdide para
fusiforme, de parede lisa, usualmente com granulos no final 5-9 x 2,5 - 3,5 um. Nao

foi observado Zygosporangia. Mucor subtilissimus Oudem (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de Mucor subtilissimus isolados do solo da
caatinga do Nordeste do Brasil em Meio Extrato de Malte (EMA) e Meio Extrato de
Soja e Glicose (SEG).

50 um

30 um

3.2 Perfil da velocidade de crescimento de Mucor subtilissimus

O modelo cinético baseado em medicoes radiais foi desenvolvido a fim de
analisar as caracteristicas de crescimento de M. subtilissimus em diferentes meios de
cultura, utilizou-se o indice da velocidade do desenvolvimento micelial (IVCM) por
144 h. Os Indices da Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) determinados
demonstraram maiores valores para o crescimento em SAB e EMA até 72 h; e SEG e
SMM apresentaram valores semelhantes de IVCM por 72 h de cultivo (Tabela 3), mas
o meio de SEG foi selecionado devido composi¢ao quimica utilizando extrato de soja
(componente natural) e extrato de levedura, que sao ricos em nitrogénio, vitaminas,

minerais e aminoacidos essenciais para o crescimento.
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Tabela 3. Indice da Velocidade de Crescimento Micelial de Mucor subtilissimus em

quatro meios diferentes

Indice da Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)

Meios de Cultivo 24h  48h 72h 96h 120h 144h
Extrato de Soja 1,30 083 047 033 028 0,16
Sabouraud Dextrose Agar 1,46 1,05 0,63 0,24 0,34 0,15
Sintético para Mucorales 1,23 0,91 0,47 0,29 0,27 0,23
Extrato de Malte 1,46 099 063 038 027 0,09

3.3 Velocidade especifica e Tempo de geragao do Mucor subtilissimus em diferentes

meios de cultivo

A velocidade especifica de crescimento (uEsp.h?) foi descrita de acordo com
modelo de Monod descrito por Schaffner & Labuza (1997) [23] sendo obtidos os
valores que estao apresentados na (Tabela 4). Generalizar os resultados de
crescimento de fungos é dificil devido a sua sensibilidade e devido a variacdo de
condigOes experimentais, dificil reprodutibilidade e diferenca nos meios. Neste
estudo um modelo matematico é apresentado no qual a formagao de micélio, no
crescimento radial sao utilizados. No entanto, os meios SMM e SEG demonstraram
uma maior Velocidade Especifica (uEsp.h') e Tempo de geracao (td).

Tabela 4. Velocidade Especifica de Crescimento de Mucor subtilissimus em diferentes

meios de cultura

Meios de cultivo uEsp.h'  td*h
0,035831  19,34504

Meio Extrato de Soja
Meio Extrato de Malte 0,037955  18,26227

Meio Sabouraud Dextrose Agar 0,037209  18,62865

Meio Sintético para Mucorales 0,033431  20,73360

*td (tempo de duplicagao ou tempo de geracao)
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3.4 A avaliagao estatistica do crescimento radial de Mucor subtilissimus em diferentes

meios de cultura

Para avaliar os resultados com crescimento fungico utilizou-se o box-plot
(diagrama em caixa), visando evidenciar valores centrais (média), a dispersao e os
valores maximos e minimos dos pontos obtidos como apresentados nas figuras 2a,
2b, 2c e 2d.

Observou-se que cada ponto segue uma distribui¢ao individual e normal
(Figura 2a, b) e nenhum ponto fora da curva (“outlier”). O crescimento de M.
subtilissimus nos meios SEG e SMM, demonstram comportamento semelhante,
simétrico, tendo em vista estarem posicionados equidistantes dos quartis. A Figura
2c referente ao crescimento do fungo em meio SAB demonstra um desenvolvimento
assimétrico para todos os pontos por nao apresentar equidistancia entre os quartis.
Contudo, nao existem pontos fora da curva (“outlier”). O crescimento no meio EMA
apresentou caracteristicas diferentes, especialmente, no periodo entre 120 e 144 h
com menor desenvolvimento e um ponto quase sobreposto ao outro. Também nao
existindo nenhum ponto fora da curva (“outlier”), Figura 2d.

Como foi evidenciado a Figura 2, demonstra graficamente a posi¢ao central dos
dados (mediana) e a tendéncia. Permite avaliar simetria ou assimetria dos dados e
ainda indica pontos fora da curva (‘outliers”) se exitirem. Este tipo de grafico enfatiza
detalhes da distribuicao dos dados, sendo portanto, uma ferramenta importante na

analise exploratoria [27].
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Figura 2- Crescimento radial no Meio Extrato de Soja (a), Crescimento radial no Meio

Sintético para Mucorales (b), Crescimento radial no Meio Sabouraud Destrose Agar

(c) e Crescimento radial no Meio Extrato de Malte
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Neste estudo, os efeitos da composicao dos diferentes meios de cultura sobre o

crescimento radial de M. subtilissimus in vitro revelaram que no final da experiéncia

(144 h) a cinética do crescimento radial foi maior no meio sintético para Mucorales

(SMM), seguido do meio SEG. Isto pode ser atribuido a presenga de componentes

ricos na forma SMM como descrito Hesseltine e Anderson [19], e aos componentes

do meio SEG constituidos por nitrogénio, aminodcidos, vitaminas a partir de extrato

de soja e extrato de levedura, adigao de glicose [28] .



56

3.5 Produgao de biomassa, quitina e quitosana por Mucor subtilissimus

A Tabela 5 apresenta a quantidade de biomassa e producao de quitina e de
quitosana por M. subtillisimus no meio de cultura com Extrato de Soja e glicose como
substratos. Os ensaio 3 e 4, apresentam maior quantidade de quitina, e os ensaios 2 e
4, apresentam maior quantidade de quitosana, correspondendo a 250 e 210 mg.g de
biomassa, respectivamente. Observou-se que o maior conteddo de quitosana foi
obtido quando ocorreu associagao com maior concentracao de glicose do meio de
cultura (Tabela 5). A biomassa microbiana é considerada a parte viva da matéria
organica, e a manutencdo da sua capacidade metabdlica é fundamental para a
preservacao da capacidade produtiva, por sua vez a produgao de biomassa fungica

esta diretamente relacionada ao consumo das fontes de glicose e nitrogénio [17].

Tabela 5. Producao de biomassa, quitina e quitosana por Mucor subtilissimus

) Quitina Quitosana
Biomassa g.L? . .
mg.g de biomassa mg.g de biomassa
1 17,85 0,88 2
2 17,42 1,16 250
3 13,77 1,24 200
4 20,66 1,26 210
5 12,40 0,99 190
6 16,42 1,06 185
7 19,98 1,08 180
8 17,61 0,86 184

Niveis: Glicose: -1 (1 %), 0 (2,5 %) e 1 (4 % ); Ext. de Soja: -1 (5%),0 (7,5 %) e 1 (10 %).
Valor constante: extrato de levedura - 4,5 g/100mL

Os valores obtidos com a extragdao de quitina e quitosana da biomassa de M.

subtilissimus foram aplicados no Statistica e foi gerada uma Tabela de ANOVA
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(Tabela 6), diagrama de Pareto (Figura 3), Gréfico dos valores médios da Glicose e do
Extrato de Soja (Figura 4) e Grafico de superficie (Figura 5) dentre outros abordados
a seguir.

Na validacdo do bioprocesso, aplicando um planejamento fatorial de 22
observou-se uma perfeita interacao de glicose e extrato de soja, em associagao, sendo

0s oito ensaios validados, com um erro de 0,97907 (Tabela 6).

Tabela 6. Tabela da ANOVA para varidveis glicose e extrato de soja sob a producao de

quitosana

Soma Graus  de Média
Fonte de Quadrdtica  Liberdade Quadritica F p
Variacdo $Q df MO
GLIC 166,4100 1 166,4100 983,7044 0,000071
EXS 62,4100 1 62,4100 368,9261 0,000308
Interacao 141,6100 1 141,6100 837,1034 0,000091
Erro 0,5075 3 0,1692
Total 378,3488 1

*R?=0,97907

O planejamento fatorial 2> utilizado para avaliar os efeitos das concentracoes de
glicose e extrato de soja, associado ao extrato de levedura em concentragao constante
evidenciaram um efeito positivo, que tanto a glicose como o extrato de soja
isoladamente sao capazes de influenciar a produgao de quitosana. Contudo, as
interacOes entre extrato de soja e glicose apresentam efeito negativo, porém

significativo na produgao de quitosana (Figura 3).
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Figura 3 — Diagrama de Pareto demonstrando a interagao entre os valores de glicose

e extrato de soja sob a variavel resposta a produgao de quitosana

(1) Glicose

1by2 i 28,9327

(2) Extrato de Soja 19.20745

p=05

Estimativa do Efeito (Valor Absoluto)

A Figura 4 representa os valores médios da Glicose e do Extrato de Soja
utilizados nos ensaios do planejamento fatorial, indicando a interagao com os vértices
do cubo, onde estao os ajustes das médias das concentragdes utilizadas nos ensaios
[29]. E possivel observar que os valores utilizados dos componentes glicose e extrato

de soja foram totalmente ajustados.

Figura 4 - Representagao dos valores médios da Glicose e do Extrato de Soja.
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A Figura 5 apresenta o Grafico de Superficie de Resposta (GSR) do
planejamento fatorial de 22 das variaveis glicose e extrato de soja, sob a variavel

resposta producao de quitosana. Observou-se um ajuste estatistico perfeito entre os
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componentes do meio (extrato de soja e glicose), possibilitando uma nova estratégia

metodoldgica para aumentar significativamente a produgao de quitosana.

Figura 5 — Grafico de Superficie de Resposta para extragao da quitosana por Mucor

subtilissimus

Quitosana (mg)

3.6 Grau de desacetilacdo da quitosana obtida de Mucor subtilissimus

O grau de desacetilacao é uma das caracteristicas quimicas mais importantes
para identificar a qualidade da quitosana, a qual pode influenciar nas aplicagdoes em
diversos setores. Além disso, o grau de desacetilagio determina o conteudo de
grupos amino livres em polissacarideos, permitindo a diferenciacdo entre quitina e
quitosana.

Os resultados obtidos com a produgao de quitosana a partir de biomassa de M.
subtilissimus demonstraram que o biopolimero, caracterizado através do raio
infravermelho, apresentou nas regides da banda da hidroxila (3450 cm™) e na banda
de amida I (1655 cm™), graus de desacetilagao de 78,3% e 87,5% e para os ensaios 2 e 4
respectivamente (Tabela 7). O grau de desacetilacdo depende principalmente do

meétodo de purificagao e das condi¢des de reagao para sua obtengao. Segundo Pinto
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(2011) [30] e Bessa-Junior, Gongalves (2013) [31] as quitosanas comerciais possuem,
geralmente, grau de desacetilagao variando de 70 a 95%, corroborando, portanto com
os resultados obtidos neste trabalho. Esta caracterizacdo ¢ importantissima para
garantir a qualidade do produto e para classificar a quitosana microbioldgica como

possivel de ser comercializada.

Tabela 7. Grau da desacetilagao da quitosana obtida de Mucor subtilissimus

Descri¢ao* Grau de
Amostra Banda de IV (cm™) desacetilacdo
1655 cm! Banda de Amida |
88,61765%
Ensaio 2 Banda de Hidroxila 78,3%
5450 em” 85,0325%
1655 cm™! Banda de Amidal
Ensaio 4 5 d75jli)‘7cl/() . 87,5%
anda de Hidroxila
3450 em? 65,15754%

4 Conclusoes

Os resultados deste estudo fornecem uma comparagao interessante e
informativa na razao de crescimento do M. subtilissimus nos meios SAB , EMA , SMM
e SEG demonstrando a influéncia das fontes de carbono e nitrogénio como fatores
fisiologicos, principalmente envolvidos na cinética do crescimento do fungo. No
presente trabalho, um modelo preditivo também foi desenvolvido como uma
ferramenta para ser utilizada para a interpretagao da velocidade de crescimento do
M. subtilissimus. Além disso, a validacdo da biomassa e producdao de quitosana

mostraram que o modelo pode prever o crescimento do M. subtilissimus sob
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condig¢des naturais com uma precisao aceitavel. Para concluir, o modelo matematico
desenvolvido pode prever o crescimento do M. subtilissimus no meio SEG em
laboratorio, podendo ser usado como uma ferramenta para avaliar na industria a

producao de quitosana com excelente qualidade .
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CAPITULO Il

CONCLUSOES GERAIS

O isolado M. subtilissimus apresenta excelente indice de crescimento semelhante
para os diferentes meios de cultivo, selecionou-se o meio com Extrato de Soja e
Glicose por ser de baixo custo comercial.

O box-plot consegue mostrar claramente diferencas minimas a cerca da curva de
crescimento do Mucor Subtilissimus ndo percebidas através de outros gréficos.
Mas, todos os pontos séo considerados de distribuicdo normal.

Estimulo nutricional fornecido interfere diretamente nos aspectos macroscopicos e
microscopicos do Mucor subtilissimus.

Todos os resultados foram validados estatisticamente, através dos resultados da
Tabela de ANOVA, Diagrama de Pareto e Grafico de Superficie.

O modelo matematico abordado pode prever o crescimento da nova linhagem de
M. subtilissimus no meio com Extrato de Soja e Glicose em laboratoério, podendo
ser usado como uma ferramenta para avaliar no ambito industrial a producédo de

quitosana com excelente qualidade.



ANEXO A



Assunto: 3030187: Acknowledging Receipt
De: International Journal of Polymer Science (hoda khaled@hindawi.com)
Para: victoranacarla@yahoo.com.br;

Data: Quinta-feira. 16 de Junho de 2016 12:12

Dear Dr. Ana Carla R. Carvalho.

This 1s to inform you that your Research Article titled "A new strain of Mucor subtilissimus UCP1262
1solated from caatinga soil (Pernambuco. Brazil) as attractive chitosan source” by Ana Carla R.
Carvalho. Patricia Nunes Santos. Dayana Montero Rodriguez. Daylin Rubio Ribaux. Adriana Ferreira
Souza. André L. C M A Santiago. Rosileide F. S. Andrade. Carlos Alberto Alves da Silva. Clarissa D.
C. Albuquerque. Valdemir Alexandre dos Santos and Galba M. Campos-Takaki has been submitted to
International Journal of Polymer Science by Galba M. Campos-Takaki. and it has been assigned the
manuscript number 3030187.

You will be recerving a copy of all the correspondence regarding this manuscript. However. only the
submitting author will be able to upload anyv revisions to the Manuscript Tracking System.

In order to view the status of vour manuscript. we have created an account for vou in the journal's
Manuscript Tracking System at http://mts hindawi.com/. which vou may access after resetting your
password using the link below:

http://mts hindawi.com/reset password/9e8abed4-62b2-4047-b79a-883df66eacc9/
Please feel free to contact me with any mquiries you may have.
Best regards.

Hoda Khaled

Editorial Office

Hindaw1 Publishing Corporation
http://www.hindawi.com



ANEXO B



International Journal Polymer Science

Author Guidelines

Language editing

Hindawi has partnered with Editage to provide an English-language editing service to
authors prior to submission. Authors that wish to use this service will receive a 10%
discount on all editing services provided by Editage. To find out more information or

get a quote, please click here.

Submission

Manuscripts should be submitted by one of the authors of the manuscript through the
online Manuscript Tracking System. Regardless of the source of the word-processing
tool, only electronic PDF (.pdf) or Word (.doc, .docx, .rtf) files can be submitted
through the MTS. There is no page limit. Only online submissions are accepted to
facilitate rapid publication and minimize administrative costs. Submissions by anyone
other than one of the authors will not be accepted. The submitting author takes
responsibility for the paper during submission and peer review. If for some technical
reason submission through the MTS is not possible, the author can contact

jps@hindawi.com for support.

Terms of Submission

Papers must be submitted on the understanding that they have not been published
elsewhere and are not currently under consideration by another journal published by
Hindawi or any other publisher. The submitting author is responsible for ensuring that
the article’s publication has been approved by all the other coauthors. It is also the
authors’ responsibility to ensure that the articles emanating from a particular
institution are submitted with the approval of the necessary institution. Only an
acknowledgment from the editorial office officially establishes the date of receipt.
Further correspondence and proofs will be sent to the author(s) before publication

unless otherwise indicated. It is a condition of submission of a paper that the authors



permit editing of the paper for readability. All inquiries concerning the publication of

accepted papers should be addressed to ijps@hindawi.com.

Peer Review

All manuscripts are subject to peer review and are expected to meet standards of
academic excellence. If approved by the editor, submissions will be considered by

peer-reviewers, whose identities will remain anonymous to the authors.

Concurrent Submissions

In order to ensure sufficient diversity within the authorship of the journal, authors will
be limited to having two manuscripts under review at any point in time. If an author
already has two manuscripts under review in the journal, he or she will need to wait
until the review process of at least one of these manuscripts is complete before
submitting another manuscript for consideration. This policy does not apply to
Editorials or other non-peer reviewed manuscript types.

Article Processing Charges

International Journal of Polymer Science is an open access journal. Open access
charges allow publishers to make the published material available for free to all
interested online visitors. For more details about the article processing charges of
International Journal of Polymer Science, please visit the Article Processing Charges
information page.

Units of Measurement

Units of measurement should be presented simply and concisely using System

International (SI) units.

Title and Authorship Information


mailto:ijps@hindawi.com

The following information should be included
Paper title
Full author names
Full institutional mailing addresses
Email addresses

Abstract

The manuscript should contain an abstract. The abstract should be self-contained

and citation-free and should not exceed 200 words.

Introduction

This section should be succinct, with no subheadings.

Materials and Methods

This part should contain sufficient detail so that all procedures can be repeated. It

can be divided into subsections if several methods are described.

Results and Discussion

This section may each be divided by subheadings or may be combined.

Conclusions

This should clearly explain the main conclusions of the work highlighting its

importance and relevance.

Acknowledgments

All acknowledgments (if any) should be included at the very end of the paper before

the references and may include supporting grants, presentations, and so forth.



References

Authors are responsible for ensuring that the information in each reference is
complete and accurate. All references must be numbered consecutively and citations
of references in text should be identified using numbers in square brackets (e.g., “as
discussed by Smith [9]”; “as discussed elsewhere [9, 10]”). All references should be

cited within the text; otherwise, these references will be automatically removed.

Preparation of Figures

Upon submission of an article, authors are supposed to include all figures and tables
in the PDF file of the manuscript. Figures and tables should not be submitted in
separate files. If the article is accepted, authors will be asked to provide the source
files of the figures. Each figure should be supplied in a separate electronic file. All
figures should be cited in the paper in a consecutive order. Figures should be
supplied in either vector art formats (lllustrator, EPS, WMF, FreeHand, CorelDraw,
PowerPoint, Excel, etc.) or bitmap formats (Photoshop, TIFF, GIF, JPEG, etc.).
Bitmap images should be of 300 dpi resolution at least unless the resolution is
intentionally set to a lower level for scientific reasons. If a bitmap image has labels,

the image and labels should be embedded in separate layers.

Preparation of Tables

Tables should be cited consecutively in the text. Every table must have a descriptive
title and if numerical measurements are given, the units should be included in the

column heading. Vertical rules should not be used.

Proofs

Corrected proofs must be returned to the publisher within 2-3 days of receipt. The
publisher will do everything possible to ensure prompt publication. It will therefore be
appreciated if the manuscripts and figures conform from the outset to the style of the

journal.



Copyright

Open Access authors retain the copyrights of their papers, and all open access
articles are distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License,
which permits unrestricted use, distribution and reproduction in any medium,

provided that the original work is properly cited.

The use of general descriptive names, trade names, trademarks, and so forth in this
publication, even if not specifically identified, does not imply that these names are not

protected by the relevant laws and regulations.

While the advice and information in this journal are believed to be true and accurate
on the date of its going to press, neither the authors, the editors, nor the publisher
can accept any legal responsibility for any errors or omissions that may be made.
The publisher makes no warranty, express or implied, with respect to the material

contained herein.
Disclosure Policy
A competing interest exists when professional judgment concerning the validity of
research is influenced by a secondary interest, such as financial gain. We require

that our authors reveal any possible conflict of interest in their submitted manuscripts.

If there is no conflict of interest, authors should state that “The author(s) declare(s)

that there is no conflict of interest regarding the publication of this paper.”



ANEXO C



Libro de resumenes / Book of abstracts / Livro de resumos 2 " ] 6

BIOIBEROAMERICA

RIOTFCNOIQGIA INTEGRANDO CONTINFNTES

INCORPORA:

BIOTEC 2016

LIBRO DE RESUMENES
BOOK OF ABSTRACTS
LIVRO DE RESUMOS

SALAMANCA
Del 5 al 8 de junio de 2016

Pagina 1 de 551



Libro de resumenes / Book of abstracts / Livro de resumos 2 7 ] 6

Tipo de Comunicacion:
Poster: P_BM_23

Simposio:
BIOINGENIERIA MOLECULAR, BIOLOGIA DE SISTEMAS E INGENIERIA METABOLICA. NUEVAS
TECNOLOGIAS

Titulo:

Chitosan production by a new strain of Mucor subtilissimus isolated from caatinga soil
(pernambuco, Brazil)

Autares:

Ana Carla Rocha de Carvalhoa,d, Patricia Nunes Santasa,d, Dayana Montero Rodriguezb,d, Daylin
Rubio Ribauxb,d, Ana Licia Figueiredo Portoc, Rosileide_Fontenele S. Andradea,d, Clarissa Daisy
da Costa Albuquerquea,d, Valdemir Alexandre dos Santosa , Galba M. Campos=Takakia,d*

Centro de Trabajo:

a Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais, Universidade Catélica de
Pernambuco,.50.050-900 Recife, PE, Brazil; victoranacarla@yahoo.com.br ;
b Programa de Pds-graduacac em Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal

de Pernambuce, 50670-420, Recife, PE, Brazil; dayanamontero87@gmail.com
¢ Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal -DMFA, Universidade Federal Rural de
Pernambuco-UFRPE, 52171-900, Recife - PE, Brazil.

d Nicleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia_NPCIAMB, Universidade
Catolica de Pernambuco, 50050-5%90, Recife, PE, Brazil;
Email:

galba_takaki@yahoo.com.br
Palabras Clave:
Mucor subtilissimus, agroindustrial substrate, degree of deacetylation, statistical validation.

Comunicacion:

Chitosan is chemically a polymer formed by units 8= (1 —» 4) =2=amino-2-deoxy=D=glucopyranose
and is a product that results from the partial deacetylation process of the chitin biopolymer
which comprises units of 8= (1 — 4) 2 acetamide-2-deoxy=D=glucopyranose. The purpose of this
work was U investigate the growth profile and chitosan preduction by a new strain of Mucor
subtilissimus isolated from soil of Caatinga biome from Pernambuco, Brazil. The growth profile
was evaluated using soybean extract glucose agar (SEG) by mycelial index growth velocity (MIG),
growth rate and generation time. M. subtilissimus showed in the SEG medium a rate of pEsp.h-1
0.035831 and generation time of 20.73360 h-1, respectively. The SEG liquid medium was used for
fungal biomass and chitosan extraction and deacetylation degree determination. The best results
showed optimized production of biomass 20.66g.L=1 and chitosan (250 mg.g) assay 2 (soybean
extract 5% and glucose 4%), followed assay 4 (soybean extract 10% and glucose 4%) for 17.42g.L-1
of biomass and chitosan (210 mg.g), respectively. The infra-red absorption spectrum confirmed
the chitesan polymer with deacetylation degree of 78.3% and 87.5%, respectively (assays 2 and
4). The results showed the potential of M. subtilissimus in the medium soybean extract-glucose
(SEG) as promising bicmass and chitosan producer, as well as the excellent degree of
deacetylation.

Pédgina 533 de 551



Libro de resumenes / Book of abstracts / Livro de resumos 2 ‘.’ ] 6

.y wia il

w RECISTRO ISBN N2 de Regiztro 2018035465

Fecha emciada 12062m8

ISBN E75-64-606-62336

LBRG DE RESUMENES - EIOEERCAMERICA 2018

Lkre da resimenss cor Ik 3 de Bi logia 2078

Subtituio

certes 3l Cong

CONQRESD IBEROAMERICAND DE BIOTECNOLOGA1|20121SALANANCA (Cangreso]
Geonzalez Garanuie. Alvam (Ediiado por)

Autoriss
Editorial Congresual S.L
& Austoe/Bdrey Canvelias, 470, Galndo y Perahuy, 37443, Salamanca
Oigiia - onine
Necesta 00 & miemet
Ny menddn de adhién Feche d¢ apancidn 1EBN edhcién satarier
Ecicdn
1 03062010
Coleccion
De 8 publeacsa Traduoco cel Qrlginel
o
Espaiol { Casiellano y oros
1® de phgin Dustracio Tervolt
Descripaidn
42

f TC. NGENERIA BIOQUIMICA - TQ. CIENCA, INGENERIA ¥ TECKOLOGIA MED QAMBENTALES . TV,
Matsraa [BIC .p'gslc%gmv EXPLOTAGIN AGROPECUARIA - TT, DTRAS TECNOLCGIAS Y CIENDIAS

Materal enzlo

e, N dy volimanes S dae ISBN de Is obra complets MO de euty velurman
velbmeses “un velamen

Libee de bacts

Libro con ios res(rmenes de las comunicaciones o Primer Congreso b 3 de 3 log
TS EIQBERGAMERICA 2016

Agenca del ISBN en Espafia
X 902 103 389 - agencia@agancia shn.es - www.agenclalshn,es- Cea Bermiidez 44, 28003 Madnd

Pagina 2 de 551



ANEXO D



’ = 3 Y &S N SR~ A 5 e 7 3
. ) - ,_. o 55 g ), . | Gl } — %
: .. b G102 hmo_soo om.wu / :_S_w m:o_memm o |
P = A s e By sty 3 il
& Y g N >mo_o_no..oi_ _om__ao_< pue _m_bm:uc_ o B8
ol _S:mE:o..scm_ uo wo:m..mvpcoo _m:o:m:..ma:_ N i
. i b | L 2 e : . 3 H. bR \.. - ) v~ Y e ) 7 ..A,..‘“.
oJolpNolg. - -
~tho SER e b {
= — e = e
&3 . . W e T |
- o P B D “
, : ki e ” _ AR ¢ ; D S _ V st P |
eV __~ ey . et __ ®KWaelv - We v




e A )G e

X3LVWHOS

C10T 3290120 0¢-8T "(ureds) euoforeqg
CTOTPIEO A\ OITAOI — AS0[01qOIdTA] p21jddyy pue [eInsnpu] ‘[ejU2WUONATT U0 20U2I2JU0.) [EUCHETIJUT TA

SJIRIISQV JO Yooy

S102Z 18aqo3>Q 0E-8Z / :.gﬂ ‘BUOEDIRE i

>mo_a_n2u__>_,tw=na< pue - :
[eLISNpU| ‘|eJUSLLILIOIIAUTY UO 32UdI3jU0) |euonewIdju] A m —‘QN B_LQBOLU-EO-Q =




PLTELS 010T owymong ‘egonny dd v suonsandde ‘wononpord smosumsolq
[RQOINN Y WEAEN [ LPAWS CTEIPIEL O N momEN D ‘sag U] ‘opren v ‘mazuei] “W 1 ey [p]
SLE-T9F T 10T "0U0E EINIHO N IO [FWNO[ [FUONEURN] "L ‘BUNYS “Z T W Funfeyen “0 nx {¢]

‘T6S—SRE
‘Tt ‘vonEpriSaporg ‘1107 "D v Safog “¥ W HAOL W 'V ‘oqEAR) “Q 4 ‘oppuerg “) T ‘ondgoorg “p L ‘wury [g]
SIH8 L110T €108 SPION0D) “ 8860400 0a1jody opipue) Aq poonpord uesny s song € 3o [eguaiod aarsaype
~OUE DI [EIQODININUY "0 PEFE [-sodwe) “ )y [EI0xIaf W W 71 snFupoy ‘v 7 oqqrues W o ung “g 3 ouny [1]

U Y

“WONEPEITIPOIG SASEM [E1IEN pul-0ITe SsuspEpms oL “ds oppie)) ispaomiayg

“Ansnput (1o 2 ut uorwardde 105 wepGmsoq paonpoad Apasusdxaut
ur Jo EuAed Ay uMoys SINSAL IS RSP 0} %48H UOLFPRISAP S]ANY JO IN[EA IS A pAmOYS
12521 30 %08 uo paeqnout dds rpipuw) 10 U 01 (g PUT [SAPOIG OF YEL PSP 01 %6L SEM UOHIPUDD
ST} Ul PAUITGO X2pul UOnEAISIWS 34 1,110 Futky j50d K05 J0 040] PUT LM BATSSED J0 04/ ‘Saym jO 946
SumImuod Wwpaw ul u/Nw g0¢ st ds opipun ) £q paonpoad JUmOTENSOIq 2] JO UOISUS) IEUNS 1240] A
‘sny |, peznwun a0 dds ppipun ) 30 umas pus gy Swsn (A/a) 9501 [2521p s (RS T 1582 A) VINA wnipaw
ULIN0 PALLIED SEA 51591 uoiiwprdapolq v Aimby -xaput uoqEagIs|nme gy pezieal SeA G 1s9p [muswiadys aq)
JO UONIPUOS IR Y WL ‘TOIPPE U] *SALHSNS ST [10 uraqAos Fudyy 150d pur 1218m2158m BABSSED “Lagm (s
WsIp [RUOE} [Ty T ¢ Fuisn swuawadys papnpuco uam dds gpipur) woly uriegnsoiq 24 3o uonanposd
) FZIULAXTUL 0 1310 U] “[SIP UL UOHTZLAUIIT ) 12T UORPPRFIPpoLG PRy 403 [Fnuajod sitpur sajseam Fursn
dds ppipury) Aq uonINPaId JUTRTINS0IG 21 APN[EAD STAL FI0M SIY) JO W 241 “sy | (] sanpisat [pasnpur-o5e
ST YONS SARNSYNS JS00-M0| FJqEAMAUIL PUR SUOQEEIOIPAY wog spumodinod 53] pezIsauss SwsumS001mu
2y g ‘7] snopmzEg-uou pur d1x0) 53] “JEPRELpoq 2 Lo amEaaq sudEAmbe pezisapuls Eatway>
a2y o) wosuedwnd w sa3fepwape Auvw 2awy A3y (1] suosu) [EoRIAUL pur 283ms Fuonpar senuejod
TURIP Y SIsTYA PN JO SIIWIINUL ) 18 FFAWNIIE 0} pusy ey spunodiuod spydiydws am sy nsolg

‘g
ONQGUBLIG ‘10 ‘06505005 *CONGUIEIIF 30 AUSIIANI) NOIE) SINRIIG [FINUUOIAUF Uf YPIEIDY J0 SN,
N7 0ONQUEWAG DPITY 006-1L 1TS OIQUEIU JO Qstdanu () [mapo] pumy Wawuedsq LFojorg,

“PZEIg ONUENR ‘BPIY OTHILIOS CINGUELR JO KIS [RIFP0] ‘SAXIRG [E1FO[O1 10 1WD),

¢ DIEYE | -sodme) "y ") pur * wwry g Y W 0] O 7] Sumuy

VLM VI BT Y W .n.ggczb..o.ﬂe—z A APRIPUY 'S Y T XnEIqR-olgny g

sajeALap onad jo [enuajod uonEpRISIPOI| JO HOTEN[EAD pUE
dds pprpun?) {q WINPT JIWOW0II UI JURII BLINSOI( Jo nonanpoad jedisojoudajoig

§ 10T 599000 0f 57 (@rds) ruoganyg
S10TP0M S2gNo N - ASopogeony pagddy pur mLaspe] Ay o 30 Pt 1A

TI0T 011 *§°A "FUd]d PHDIDS *00j0nad 0p ORSEIpOWALIONG

B sEmspuiose sonpisar ap mmed ® soprzopord swEpEmMssoq ap opkAIN) 'S NV Ty S N ¥ ‘sewop [g]
‘$10T ‘6£1-T€1 "4 T u g A “AFopoupaorg Ermoud y pus as femEaorg
“SARNSGAS 1500-m0] Fuisn vogonposd wEpEMs0IG 103 S120d pnasy 30 Ful S 1812 g WN Tio0y “Baps [7]

€107 ‘$S6-L16°d '9EA TAON BONUINY) "[IIP CR[Q WD OPEUNIERIOD
0105 3p SOPR O SowsIERIO PN Jod SAWPEMSSOIG 3P OFSNPOId W T T IV DwoyL 0 W woiiy 1y ‘arsoq [1]
SWBPY

uF10p FLOPE ‘Asem [ELASIpU T5uTg ‘NuERENTSO [SproMiay

“UMIPAUL JGRUITSIS
PUR NWOu0I? W ST Asea Fuisn nononpard Jumoeunsolq 1oy Suistwoad sow ) sem wnsopmuads g o usaosd
SNS2T 6N SY, TTF TEGE I SSTWOIG wl PRk SFIY S PAUTGO ST WIMPAW WES S U] “udisap
[PLI0IE) 1S3 2 W 1o uwaqdos Fudg-ysod og¢ pur sonbr doals wod 945 30 Fussuod WNpaW UL (W §TE
0} WyNUL 7/ ) uOIsu) 203ans ) Pnpas o] [pnuod yiy pasoys wnsoprads o iy 2q3 By pAELSUOWIp
SNSRI | [, TSP [FLOIOT JO SUCNIPUDD [[F U PIRTIISIAUL OS[E STAY SSTLIOIG JO PR1A 3 [, “UDISUR) 30BIMS 2 JO
UOHEUMLINAP A PARINSIAUL SEM UONINPOM JUTTNS0Iq 24 [, (T JO USSP [FUCIRY JUIYHIP 320 Fugonpuod
12T paysqus? aam sjuauodiuiod 21 Jo suonuuadu0d jrundo Sy [ WORNos )jEs B Jo peppe (10 uexjlos Suily
-1s0d pue tonbyy dosys woo v yons saugsTpw 2)seAs £q PAMNSUOD WNPSUL 1500 MO] W WASOpMIds WimijIons g
PUT (9551d00) preagod ppipuw)) 18uny ap £q siumorpnsoiq jo wonanposd 2y paune Apms uasad a1
P sy uf {§] SSNPISA [RMINOLET ST YINS $I0MOS JqEMRAUAL Woly pAinsaal Suisq 20e sjumormnsolg
10] SIUEPTHNS [E21WaYD 3o8(da 0) SMANEWLAE Adu Aoy (7] uoypg (1 1240 3q 01 pawums? st pranposd
WUFORLNS [EANWGD [110) ‘PUBY 1210 24 ug) “Apsiaatp [padojoig ying o) snp Losstuoid s 1§uny £q jumporpnsorg
jo wononpoxd 2y [1] slumosyms Eaxwayd 0) pardwoo ways Apges puw amesaduy ‘Hd jo suonpuod
FWRNX2 Ppum APEuonduTy ‘S0MosaI quamsua woy uondnposd ‘o mop ‘Auqepmidapolq seoyms
sadRURAPE SNOIUMU SULLRJUOD SIOVIIINN PUE SI0BUNS J0 s2d£) waiagp uo LGranse aapy L ‘osy IMadjow
awms 2y w uodar smdaiply pue iqoydopdy v jo wasud an o) anp sopsueseyd onpedigdwe sy
1 Sprmonag siseal puw 15ung ‘PuoRg sByms swsturd 100w £ £jepngpaenxa pronpold am sjumonpnsoig

fzeig ‘3d ‘810
065-05005 ‘0MNGUIID 30 AUSPAIL) AN[OEED) *ATOPWPIOIY PUE SNUIDS [FUNTUOIIAUT U JIIRSIY 30 SNIPAN |
ZEIG OONQUIEDG D10 OTHILIOS CONGITIIRG 30 AUSIDAIUT) FRPIS ‘DIWIS EATO[ONY 10 MWD

[zeg
‘34 ‘WVY 006-1L1TS * 0odnquEag 3o ASIdAUL] [BRY FRP] (OIHYONTY) ATOjoupa sy J0 OMPN URISERUON
1121 3 "By 006-0S0'0S ‘OPNQUITIA JO ANSIdAIUS) ANOYED AT AUz JO ) lopaaq ul IEN |

.LM.A:.F.I.&E.U WD PUB  SOURS Y [ 'y SOUSS °d A’y O FISO) H 37D PEINCSTA D d
“re M VW G B0 H M S, UMY Y Y S, BIGoN CqCH Yy, OYIRAIED YD) VY, SOIUES N °d

u3ISAp [eL101d€) [[n) Suisn wnsonurds
wniponiag pue (9SS1 4 1) vwagops ppipun) Aq uonpnposd juepejinsoig

$H0T 2GR0 047 {emds) mopas
S0TP0 M pron] - AR cpongouogy parddy par pamnpe | g §) ot 1A




SAMUNURLOD [FIGOIMNW 1105 FurystiFunsip
SINBIPIP [RUOLTRI A ISTISP 0 1)y [PUAUMONAUD uv 57 Funow Aq amionns SIUmunuod [erquanu [1os
519337 Apuedyms LORPWLEIL0D (10 ULR)-Fuo] 1By peiEapW sHNs21 2y |, Fuduanbes undioys v sannmuwos
[FIGOIDIUL [I0S UO 10 JQIPS 3O 33UAN{IUL 10§ APMIS JSIg ST SIY) FTPIA0UY N0 JO 153 Y] O] SUOHIL AR
2qssod w3101 1) Appange 0 Aeaged sisaqudsorq poe Apey uo paddew 2124 s2wkzug - Gumuwwoo
[Fiqainu. snousdipur jo Fusd Stjoqmew p[Easal Sy (DOFAN) sPwousn) pur sauany jo mpadopdoug
ojody pur woad jo (HO)) sdnoany smoSojoqug) Jo SN 0] PEAI AwouiTAw pewmgo jo JuAuuSisse
AN UOHRUILEILD i A[URIILELS PISTAIRP (Xapul ANSISAIP UOUURYS) AUSIDAIP [FIGRIDNL (105 e
pamatput sipsas ng adwes jos panod 105 fpanoadwr fwmaspoqowoy),, MU pue | DLEIIDGO04],
wnidyd jo waumpuus 211 peprasds Sunyosd {MUNUALED Y] I0SIOUT UMLILOD JSIMO] puv YNNI S91 A1
sayovoudde Amuawa)dinod Jua1agp omy Aq 1no parued sea Suipyaud o xu |, uoneqnuad 1o 31 Suneizjoy
n AJUNUALOD [PIGOIDIW dsuun jo saniqeded a1 Apmis 01 uonERNX? YN (] 2nucuaFmaur 103 pasn 30Uy sea
PRR(|02 [IDS “BIPU] PEGIPALYY 03U PR SSCIOT SUOISAL [FLYSIPUL AP Ul PARIO] SPIAY 10 Wl U
212 s3pdures 108 2amonns £UNUALOD [FIGOIIW U0 UORFIUTIUGD |10 uLR)-Fuo] jo 1wedun A pumsiapun o

VIANI TRIEM) 071 38¢ puEny ‘EECURAUDIA YqREA ANSDAT PR IENTS
JEMWEPELY WIE( PUT ] dny BULmYS pLojnuY PR BNy
ASojouyda) Surduanbas uoneIAUIE XU Fuisn

UONEZIIDPEIRYD [RU0IUN) pue Sulfijoad dNBOU0Xe) SUNPEI [ 105 PIIRUIHRII0)
[10 ULID) SUO[ SUNIGEYUT 2IMINIS SJTUNUITOD [EIGOIIN JO JUINISSISSY

§ 1072399000 0F-53 "(aredy) muopeny
SI0TPIN gNolg - Fojogongy paqddy poe mLaspa) 7 uo 3y | 1IA

1107 ‘T U 3 "A SERUPRON) 3P SOWIPE) "IUE EP 0peIsd :0a(gnad
pEl qns 9P OESEIPAVALIONG EU SOTUNJ S0P OFFZINN W T W ZUD 1D WO "EIAANO F4 a Twiry [g]
.Eem ,mx.:m “d ‘09 ‘(105 POIEIIIEINOD [0 [3DIP U1 NEOPEXN|-U JO UOTEPRITIPOIG N1 U0 A2
P 3 U PUE $20.MOS UOQED 10 5100339 MY "§ (] ‘oaspun] ' ‘pumidg ¢ d 'V ‘wossuor 7 L “Biaqusg [c]
000 2969 d *pL " *ABojoumia0 | dmesasorg “ifojout napawolg funnur siopeg Y ‘“Apedoog [1]
SPRWBPY

uonEpesiopatq ‘Daneaudp umajonad ‘sEead 15uny snowaue(y ispaomiay

‘Tenustod wonEpRIEap [a1y 2yFy pamoys (81 SIS pur 91 SIS) ds smpdodsy Som siq
ul s 18unj Ay Juowy poA g4I O sanfes s2xof 18 sionposd wnsjanad jo uonepridap ap paynuenb
PuE paiap poyau 153 j0ds Aswuny 1 pansadsai g1 SIS ds sy piaadsy 2 pue 9 SIS ds smypadsy 103
9668786 PUT %66°86 PRYITRL uoueprISap 122 4, 81 SIS ds snyplindsy 10y 047766 puv SIS 91 ds wippdadsy
10J %6°96 30 SSN[EA (A UONFPEEAP poyawt d1d )(1 £q [9531potq 30 A2uid1y32 uonepradap yaiy pamoys 15ung
swawe(y 2] wead s pamdwod usys sypSaadsy snuad aq) jo 1Suny way paumqo apM wnEprIdspolq
Josnsan 1s3q 2y (3 jods &swan) pue (g1d ) (ousydoput jouaydoso [y 9°Z I0VEpUL X0pa1) paIpnsaAuL
STAL UDRUPRISPOIG JO uonEIYNUMb PUE UONIIAP 103 SPOYIAL JURIIPIP 0AY JO 310433 2 “KPUONIPPY “Hd
— OSOULIO,{ 0Ty WY PAAF|0St Lpipia) STUST ) JO S158K J0 surns 3um puv (61 SIS PUE 81SIS LISIS ‘91SIS) ds
snypiaadsy {34) PPRYIRYL-RUSS 1108 JO w0y pawjost 15uny ds snjpiiadsy jo SWRDS I00j 103 [3$UPOI PUT [SAP
Jo uormpriapoq 103 rruted 34 £30uap1 07 paune Apms Juasaad g WAAUOD SIY U] HEASOS ST SUOGEIOIPAY
2511 0] WSIUETI00191 0 AUpIqE ) APAIS 0} MOJ|E SpoqAL 153} jods KSTAD 241 PUT 14 I 10IWHPUT 24 JO 8T
Ayl £T] MuswuanAuR WEQIDEIRL UL SIAH0 1w PIPRE2PoIq A[ISED 3G URI SIOUTISANS I JO WO
JUIULONAUS 2] WOy pReunmp 20w spumodinod axo) o Agaisgm Saens Avund v 51 qusturdiooniw jo
suonepndod [pmyeu Fwsn ssaoard uoneprAapoiq (10 24 | WS OGEIAL [RIOISML O UONIE ) it pajudwaiduios
2q um spnpoxd 51 pue wmaonad yum papuiwmuod seaw jo sanbuydd Jumwsp ap ‘(1] Aqedoog
A Sutpioooy “pHOM ) punae juanbeg pAIPISUCD T SIANTAUID puw [[ds [10 ) 0] PRI SjURR Y]

‘g ‘a4 oy
06S-0S008 "OONUITWIDG 30 ANSIDARIT) NOQE) ATOOUYI0NG PUE DMUAIS FIINUUONAUT UI YIEISTY JO SNAN
“|ZEIg 0INqUITILD ‘H10Y OTH) LI0S ‘OMQUIEWAG J0 AUSIIANT] [EIAPD] ‘SDUIDG [BATOforg] 103 D),

[zrig
Id WPY 06-1LITS ' 0IMqUITIUA J0 ANSIBAN] [ENY [E2P (OIH ON Y ) AT 0 0UtpaI0iq 10 PIOWIIN WIBENRION
1ZRg ‘3d WP (06-0S0'0S ‘OMGUITWAG JO ANSIIATIL) NOYTE?) SISV [FUDWIAHAUF JO 10w 0f2A(] 1 1T |
: , JIEYEL
-sodwie)) I "D pur anbaanbagiy 3@ *D - FUNT D VW L FIRINCS A D d - R Y W, S0ZI
0 UMY YUY EIUQON o CH (04 [BATE) T D)V T, SOWES N g |, 0Mn[-8Zn0S g Y

([Zeag 1) SIUWIPAS IA0ISURII PUE [I0S BIUNBED WO.1]
s3)ejosi fesunj jo fenuajod Supeasaq apdn mur [PSIIPOIG PUE [ISAP JO JUIMSSISS Y

S10T B9ODO 0757 .slc.ﬁvuua
STOTPHO e e - KB opoegoaogy paeddy par 54 3oy o 1IA




ANEXO E



Assessment of diesel and biodiesel multiple degrading potential of
fungal isolates from Caatinga soil and mangrove sediments (PE,
Brazil)
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Events related to oil spill and derivatives are considered frequent around the world. The process of biodegrading
oil using natural populations of microorganisms is a primary strategy whereby toxic compounds are eliminated
from the environment. The use of the DCPIP indicator and Greasy spot test methods enables a study to be made of
the the ability of microorganism to use hydrocarbons as substrate. In this context, this study set out to identify the
potential of four strains of Aspergillus sp and nine strains of yeasts of the genus Candida for biodegrading diesel
and biodiesel. The filaments of fungi showed high efficiency in degrading biodiesel by the DCPIP method, there
being values of 96.9% for Aspergillus sp UCP1281 and 99.2% for Aspergillus sp UCP1283. Diesel degradation
reached 98.9% and 98.89% for Aspergillus sp UCP1281 and Aspergillus sp UCP1283 respectively. The Greasy
spot test method detected and quantified the degradation of petroleum products at values lower than those reached
by the DCPIP method.

Keywords: Filamentous fungi; yeasts; petroleum derivatives; biodegradation

1. Introduction

Environmental pollutants are chemical compounds of synthetic or natural origin, which are released into the
environment because of human activities, and cause undesirable effects in humans and to the environment. As a
result, there is growing concern among experts and authorities, which has prompted the search for an alternative
that prevents environmental contamination or remedies damage in areas already affected [1].

Nowadays, the world is increasingly dependent on oil and its derivatives for maintaining industrial activity.
During the exploration, refining, transportation and storage operations of oil and/or its derivatives, accidental
spills may occur which can cause the contamination of soils, rivers, etc. [2].

Oil is used as the main power source in Brazil, thus serving as a basis for the manufacture of various
products, among which are benzyne, diesel oil, gasoline, lubricants, paraffin, kerosene, asphalt and even
cosmetics and drugs [3 ].

Biodiesel is a mixture of esters of fatty acids which have short chain monohydric alcohols such as methanol
or ethanol. This mixture obtained by transesterification or esterification processes is the one that has been
marketed in Brazil under the name biodiesel. Despite its properties making it possible to replace diesel, the
chemical composition of biodiesel is very different from diesel. Diesel is a fuel derived from oil refining by
fractional distillation at temperatures from 150 to 400°C. It consists primarily of hydrocarbons, with low
concentrations of sulfur atoms, oxygen and nitrogen. The hydrocarbon chain that forms diesel varies, reaching
up to twenty-eight carbon atoms [4].

Bioremediation is a process in which living organisms, usually plants, micro-organisms or their enzymes, are
used to replace technology (cure) or to reduce pollutants in the environment. The metabolic process that has
proved most suitable for biodegrading xenobiotic molecules (foreign molecules in the natural environment)
which are recalcitrant (difficult degradation molecules) in bioremediation processes is microbial, since micro-
organisms perform the task of recycling the higher part of the biosphere molecules, take part in major
biogeochemical cycles and represent therefore the maintenance support for life on Earth. [5]

The ability to degrade hydrocarbons is not restricted to only specific kinds of microorganisms. Several groups
of fungi, some algae and cyanobacteria have been shown to possess this capability. The main species to
assimilate hydrocarbons are fungi of the genus Aspergillus and Penicillium. However, this feature is an
individual property of the species and not necessarily a particular characteristic of the genre. [6] This study set



out to investigate the ability of filamentous fungi and yeast to degrade hydrophobic compounds in aqueous
medium. Given the growing need to remove oil and its contaminant derivatives from the environment, this study
analysed the potential of strains of fungi of the genus Aspergillus and Penicillium to degrade diesel fuel and
biodiesel.

2. Experimental Section

2.1 Microorganisms

Five strains of filamentous fungi Aspergillus sp. were used. (UCP1281, UCP1282, UCP1283 and UCP1284) and
Penicillium sp. (UCP1286) was isolated from soil near the towns of Serra Talhada and S&o José Belmonte
respectively, in Pernambuco. Further, nine strains of Candida sp. were used: four (1L, 2L, 7L and 11L) isolates
from the soil sediment in Rio Formoso - PE, and five lines (C, R, L, S3L and S3B) isolated from the soil of the
Caatinga. All microorganisms are kept in the Culture Collection of the Catholic University of Pernambuco —
UCP.

2.2 Test of biodegradation potential

The inoculum was prepared from a cell Suspensmn in sterile water at a concentration of 107 cells / mL for yeasts
and 10° spores/mL Then, 5% of the suspension was inoculated in basal Bushnell Haas (BH) medium consisting
of magnesium sulfate (0.2g/L), potassium dihydrogen phosphate (1g/L), dipotassium phosphate (1g/L),
ammonium nitrate (1g/L), iron chloride (0.05g/L) and calcium chloride (0.02g/L) and substrate of fuel (diesel or
biodiesel) and Spg/mL of the redox indicator 2.6-dichlorophenol indophenol (DCPIP).

The biodegradation potential was determined after 30 days by viewing the decolorization of the medium and
determining the percentage of degradation by optical density at 610 nm.

2.3 Assay of biodegradation by greasy spot test method

The experiment was performed as per Ahmed et al., [8]. A4 sheets of paper with the aid of a ruler and pencil
were divided into 4x4 centimetre squares. Each square was designated by the code of the isolate and one was for
the control. 50uL of culture was placed on each square. Then, the circumference of each greasy spot was circled
with a pencil and the diameter of each spot was measured and compared with the control.

3. Results and Discussion

3.1 Biodegradation potential of Aspergillus sp. and Penicillium sp. using the DCPIP method

The process for biodegrading oil and derivatives using microorganisms is a strategy by which toxic components
are eliminated from the environment [9]. In this context, the results of studies on the potential for biodegradation
of fungi of the genus Aspergillus tested in this study were quite significant using the DCPIP indicator.
Aspergillus sp. encoded as UCP1281 and UCP1283 demonstrated the greatest potential in biodiesel degradation
with values of 98.9% and 98 89% respectively. Aspergillus UCP1281 and UCP1283 degraded diesel efficiently
to values of 96.9% and 99.2% respectively (Figure 1 and 2). The greater biodegradability of biodiesel must be
among its advantages. These include the following: it has a high biodegradation potential, due to the presence of
fatty acid chains with highly oxygen atoms susceptible to oxidation; and the absence of aromatic hydrocarbons
and sulfur in its composition. Furthermore, biodiesel is attributed to low toxicity, due to the relative reduction of
CO, CO,, SO, and particulate matter that it releases into the atmosphere, thereby contributing to reducing the

greenhouse effect [10].
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Fig. 1 Degradation (%) of biodiesel by different isolates after 7 days of incubation.
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Fig. 2 Degradation (%) of diesel by different isolates after 7 days of incubation

3.2 Degradation of petro-derivatives using the greasy spot test

Table 1 shows the results of degradation of diesel and biodiesel following the methodology of Greasy spot test.
Microorganisms showed significant potential to degrade the oil. Ahamed et al., [8] showed results above 50%
after 10 days incubation using bacteria to degrade kerosene, diesel oil and motor oil. In this study, good results
were noted after only seven days.

Table 1 Diameter of the fast stain and Diesel and Biodiesel degradation percentage afier 7 davs of culture in Bushnell-Hass

Diameter of greasy spot test (cm) and degradation percentage

Microorganisms
Biodiesel % Diesel %o

UCP1281 05 80.0 0.7 75.0
UCP1282 1.1 56.0 0.7 75.0
UCP1283 0.5 80.0 0.4 85.7
UCP1284 0.8 68.0 04 85.7
UCP1286 0.7 72.0 0.5 82.1
C 1.0 60.0 0.6 78.6
R 09 64.0 0.5 821
L 08 68.0 0.5 82.1
S3L 1.0 60.0 0.6 78.6
S3B 09 64.0 0.7 75.0
1L 0.6 76.0 0.6 78.6
2L 1.0 60.0 0.6 78.6
7L 1.1 56.0 0.6 78.6
11L 09 64.0 0.6 78.6
Control 2.5 2.8

4. Conclusions

The two methodologies proved to be effective at evaluating oil degradation by micro-organisms. The fungi of
the genus Aspergillus sp. were the ones that showed the greatest potential for degrading greasy stains, especially
the DCPIP redox indicator method which had a higher percentage when compared to the greasy stain method.
Among the strains of Aspergillus sp studied in this research, two strains were the most promising in the
degradation presenting results above 90% for both diesel and for biodiesel by the DCPIP method and the greasy
stain method. These same strains showed results above 80%.
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