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RESUMO 

 

 

Quitina e quitosana são co-polímeros com grande aplicação biotecnológica na 
atualidade (na área alimentícia, biotecnologia, ciência dos materiais, drogas e 
produtos  farmacêuticos, agricultura e proteção 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 
produção de quitosana em diferentes meios de cultivo utilizando substratos 
alternativos (glicose e extrato de soja), em associação. O crescimento de M. 
subitilíssimus foi avaliado em quatro diferentes meios de cultura (Extrato de Malte, 
Extrato de Soja, Sabouraud Dextrose Ágar e Meio Sintético para Mucorales), como 
também o Índice da Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), velocidade de 
crescimento e tempo de geração. O meio selecionado acrescido de substratos 
alternativo foi utilizado para a produção de biomassa e quitosana. Os resultados 
demonstraram uma velocidade de crescimento de M. subtilissimus de µEsp.h-1 de 
0,035831 e 0,033431, com tempo de geração de 19,34504h-1 e 20,73360 h-1, 
respectivamente, para os meios Extrato de soja e Meio Sintético para Mucorales, 
sendo selecionado o meio com extrato de soja por ser mais econômico. Os 
resultados foram validados estatisticamente, e podem ser verificado pelos resultados 
da Tabela de ANOVA, Diagrama de Pareto e Gráfico de Superfície, que demonstram 
que a associação do extrato de soja à glicose aumenta a produção de biomassa e 
de quitosana. O espectro de absorção ao raio infravermelho confirmou o polímero 
extraído quitosana, com o grau de desacetilação de 78,3% e 87,5%, 
respectivamente para as condições dos ensaios 2 e 4. O bioprocesso realizado 
demonstrou elevado potencial do M. subtilissimus na biotransformação de substratos 
alternativo na produção efetiva de quitosana, com baixo custo e excelente grau de 
desacetilação no que se refere à quitosana microbiológica.  
 
 
 
Palavras - chave: Mucor subtilissimus. Co-polímero. Grau de desacetilação. 
Validação estatística.  
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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 μEsp.h-1 
0.035831 and 0.033431, with generation time 19,34504h-1 and 20.73360 h-1, 
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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CAPÍTULO I 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

Quitina e quitosana são polissacarídeos encontrados na natureza, insolúveis 

em água e solventes orgânicos. São encontrados em diversas fontes, em especial, 

fungos, algas e exoesqueleto de artrópodes, apresentando características 

importantes como fonte renovável, biodegradável, biocompatível e baixa toxicidade 

(DIAS et al., 2013).  

 

O composto químico β-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina, de nome usual quitina, é 

a maior fonte para a obtenção da quitosana pelo processo de desacetilação. O 

conhecimento de sua funcionalidade nas aplicações tecnológicas e biomédicas, 

além de possuir comprovada atividade antimicrobiana e antifúngica fazem esses 

polissacarídeos serem considerados as biomoléculas do futuro. O grande potencial 

industrial da quitosana também está associado à sua biocompatibilidade em 

sistemas de liberação de fármacos, na engenharia de tecidos, como analgésico e na 

forma de glicosamina no combate à artrite (QI et al., 2004; MOURA et al., 2006; 

LARANJEIRA, FÁVERE, 2009; SILVA et al., 2009; TOLEDO, SOARES, 2016). 

 

Como o segundo polissacarídeo mais abundante na natureza, depois da 

celulose, a quitina é; encontrada principalmente em exoesqueletos de crustáceos e 

nas paredes celulares de alguns fungos. Tem função estrutural fundamental nos 

exoesqueletos, cutículas e paredes celulares dos organismos nos quais ocorre 

(MERZENDORFER, 2005; MOURA et al., 2006; ASSIS e DOUGLAS, 2008; 

BOTELHO et al., 2010; BESSA-JUNIOR, GONÇALVES, 2013; SILVA et al., 2015 d). 

A diferença entre os polissacarídeos (quitina e celulose) é apenas um radical que 

contém uma hidroxila no carbono da posição dois da cadeia monomérica, a quitina, 

neste carbono, ocorre à presença do radical acetamida. Os dois polímeros servem 
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como componentes estruturais do arcabouço celular dos fungos (SYNOWIECKY, 

AL-KHATEEB, 1997; FRANCO et al., 2005; SILVA et al., 2010; RAMOS et al., 2011).  

 

A quitosana é originária da desacetilação da quitina, podendo o grupo N-acetil 

sofrer vários graus de desacetilação, gerando, portanto, diversos derivados da 

quitosana. 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 

modificação nas propriedades da quitosana. A biotransformação da quitina em 

quitosana ocorre por um processo de desacetilação, o processo inverso regulado 

metabolicamente (acetilação), transforma a quitosana em quitina caracterizando, 

então, estes polissacarídeos como co-polímeros interdependentes (SANO et al., 

1991; SHEPHERD et al., 1997; THARANATHAN, KITTUR, 2003; CAMPOS-TAKAKI, 

2005). 

 

Portanto, investir em pesquisas com os polissacarídeos quitina e quitosana 

utilizando substratos naturais e sem agredir ao meio ambiente, torna se uma 

estratégia promissora. Assim, a obtenção de quitina e quitosana a partir de fungos 

funcionam como uma ótima alternativa, por não depende de fatores sazonais 

considerando que a maioria dos fungos possuem estes polímeros em suas paredes 

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

 

Assim, a versatilidade e propriedades diferenciais oferecidas pela quitosana, 

somado à problemática nos processos tradicionais de obtenção e seu elevado valor 

de mercado, são elementos suficientes para motivar o desenvolvimento de 

bioprocessos que visem especificamente à produção de biomassa para a extração 

de quitosana (RAMOS et al., 2011).  

 

Os fungos constituem um grupo de organismos em que o valor para a 

humanidade tem sido reconhecido há muito tempo. São considerados 

representantes de um grupo de alto interesse prático e científico na área da 

biotecnologia, destacando-se o grupo pertencente à ordem Mucorales, classe 
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Zygomycetes, e, pela presença de quitina e quitosana nas paredes celulares (DIAS 

et al., 2013; ANDRADE et al., 2015). 

 

Moore-Landecker (1996) afirmava que à medida que se compreende o papel 

dos fungos nos ecossistemas, maior será o seu aproveitamento em relação aos 

seres humanos, principalmente, o aprimoramento das técnicas biotecnológicas que 

vêm otimizando e expandindo os processos com a utilização de fungos. Contudo, 

mesmo tendo sido amplamente utilizados por inúmeros povos antepassados como 

alimentos, remédios, e em cerimônias religiosas, apenas a partir de 1990 ocorreram 

às descobertas de suas potencialidades, despertando a necessidade de ampliar os 

conhecimentos na taxonomia, morfologia, genética, ecologia, fitopatologia, botânica, 

área médica, patologia, bioquímica 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 microbiológica. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

 Estabelecer a cinética de crescimento do Mucor subtilissimus em diferentes 

meios de cultura; 

 Produzir biomassa no meio de cultura selecionado, empregando um 

planejamento fatorial completo de 22; 

 Extrair quitina e quitosana em todas as condições do planejamento fatorial de 

22; 

 Caracterizar fisico-quimicamente a quitosana produzida nas condições 

selecionadas do planejamento fatorial. 

 Validar estatisticamente os resultados obtidos com a produção de quitosana. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1 Co-polímeros: quitina e quitosana 

 

 

3.1.1 Histórico 

 

 

Os primeiros relatos na história sobre quitina foram descritos em 1811 e sobre 

quitosana em 1859, respectivamente. A quitina era uma molécula apenas de 

pesquisa básica, enquanto que a celulose era alvo de investimento científico e 

tecnológico em razão de ser bastante explorada na área têxtil. A intensificação dos 

estudos e da aplicação com quitina passou a ser observada apenas por volta de 

1970, quando se percebeu o grande potencial de aplicação de suas duas formas, 

tanto original como desacetilada. A produção industrial da quitina ocorreu pela 

primeira vez em 1971, no Japão. Em 1986, o Japão dispunha de quinze indústrias 

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

 

Embora tenha sido descrita em 1859, somente nas últimas décadas a 

importância da quitosana vem crescendo significativamente em função de ser uma 

fonte renovável, biodegradável e biocompatível, com um recente aumento no 

conhecimento de sua funcionalidade nas aplicações tecnológicas e biomédicas, 

além de possuir comprovada atividade antimicrobiana e antifúngica (QI et al., 2004; 

MOURA et al., 2006; LARANJEIRA, FÁVERE, 2009; TOLEDO, SOARES; 2016). 

 

 

3.1.2 Ocorrência  

 

 

Na natureza, a quitina está presente em exoesqueletos de invertebrados 

marinhos, podendo ser encontrada na estrutura de celenterados, anelídeos,



20 

 

 

 

 moluscos e artrópodes. Pesquisas relatam que toda quitina comercial produzida na 

atualidade, provém de carapaças de camarões e caranguejos, resultantes de 

resíduos da indústria pesqueira (DIAS et al., 2013). Para Silva (2007), existem 

algumas limitações no uso destes resíduos provenientes da indústria pesqueira, 

como problemas sazonais, poluição causada pelo descarte de resíduos e custos 

elevados na produção. 

 

A quitosana é um produto natural obtido geralmente, da quitina de carapaças 

de crustáceos. A quitina pode ser separada, por exemplo, de outros componentes da 

carapaça por um procedimento químico que envolve etapas de desmineralização e 

desproteinização, com soluções diluídas de HCl e NaOH, seguida de descoloração 

com KMnO4 e ácido oxálico. A quitina obtida, contendo grupos acetil (NHCOCH3), é 

desacetilada com solução concentrada de NaOH, produzindo a quitosana 

(AZEVEDO, 2007). 

 

 

3.1.3 Características físico-químicas e biológicas  

 

 

 A quitosana, co-polímero da quitina, apresenta uma cadeia linear constituídas 

por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-Dglicopiranose (N-acetilglicosamina) unidas 

por ligações β(1→4) (Figura 1). A execução da reação de desacetilação da quitina 

(Figura 2) resulta na produção de quitosana, um copolímero composto por unidades 

D-glicosamina (AZEVEDO et al., 2007; CAMPANA-FILHO et al., 2007; ABREU et al., 

2013). 

 

Figura 1 - Estrutura química da quitosana.  

 

  

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

 

 

 

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

 

A quitina e a quitosana também podem ser extraídas do micélio de fungos, 

principalmente da classe dos Zygomycetes, ordem Mucorales, e apresentam a 

mesma atividade antimicrobiana similar a quitosana de crustáceos (KAFETZOULOS 

et al., 1993; SILVA et al., 2006; RAMOS et al., 2011). 

 

As propriedades biológicas da quitosana estão relacionadas a 

biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo degradada por várias enzimas 

proteolíticas. Além disso, existem ainda outras atividades biológicas características 

deste polímero como: atividade antioxidante, permitindo complexação com metais e 

antimicrobiana; anti-colesterolêmica, promovendo interação eletrostática com ácidos 

graxos no aparelho digestivo; analgésica, removendo prótons da área inflamada e 

aumentando o pH e coagulante, sendo apta a cessar hemorragias (DIAS et al., 

2013). 

 

 

3.1.4 Processo de produção de quitosana 

 

 

A quitosana é um polissacarídeo obtido a partir da hidrólise da quitina, em 

meio alcalino, por meio de reação de desacetilação em altas temperaturas. A 

desacetilação também acontece na natureza através de enzimas específicas como a 

quitinase ou pela ação de micro-organismos. Natural do processo de desacetilação 

da quitina, a quitosana, é muito mais atrativa por conter um grupo amino, que 
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propicia a alteração química da estrutura polimérica original (AIROLDI, 2008; 

BESSA-JUNIOR, GONÇALVES, 2013).  

 

No processo de desacetilação alcalina, parte das ligações N-acetil do 

polímero são quebradas com formação de unidades de D-Glicosamina que contém 

um grupo amínico livre. Contudo, a quitosana não é uma entidade química 

constante, mas um grupo de polímeros parcialmente desacetilados. A massa molar 

e o grau de desacetilação da quitosana são os fatores mais importantes e 

determinantes da aplicação e da maioria de suas características (PINTO, 2011; 

BESSA-JUNIOR, GONÇALVES, 2013). 

 

 

3.1.5 Aplicações da quitosana 

 

 

O desenvolvimento de novas aplicações de quitosana está fortemente 

associado ao fato de que o polímero pode ser obtido a partir de fontes renováveis, 

além das propriedades de biodegradabilidade, biocompatibilidade, e ausência de 

toxicidade. Outros campos de aplicação de quitosana são os tratamentos de águas 

residuárias e efluentes industriais, na medicina, biotecnologia e a agricultura, como 

também na conservação e processamento de alimentos (ROBERTS, 1992; 

GOOSEN, 1996; KRAJEWSKA, 2004; CAMPANA-FILHO et al., 2007; AZEVEDO et 

al., 2007; ABREU, 2013).  

 

Sabe-se que são inúmeras as características que distinguem a quitina e a 

quitosana dos demais polissacarídeos, dentre elas destacam-se as características 

antimicrobianas (inibição do crescimento de micro- organismos), o efeito coagulante 

(atuação na hemostase, porém de maneira independente ao sistema clássico da 

cascata de coagulação), o efeito analgésico, (analgésico tópico), na aceleração da 

cicatrização (através da propriedade imunomoduladora da quitosana devido à sua 

capacidade de ativar quase que exclusivamente o macrófago), o efeito 

hipocolesterolêmico e hipolipidêmico (através do uso interno da quitosana, por via 
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oral, promovendo redução dos níveis de colesterol e triglicerídeos plasmáticos 

devido à sua capacidade de se ligar aos lipídeos da dieta, interferindo na absorção 

intestinal das gorduras) (SILVA, SANTOS, FERREIRA, 2006).  

 

Matté, Da Rosa (2013) e Hejazi, Amiji (2003) informam que as características 

antimicrobiana e antifúngica da quitosana podem estar relacionadas às interações 

eletrostáticas entre os grupos aminas da quitosana e os sítios aniônicos na parece 

celular do micro-organismo devido à presença de resíduos de ácido carboxílico e de 

fosfolipídios. 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–Nuñes et al., (2012) realizaram um estudo comparativo entre a 

atividade antimicrobiana da quitosana em filmes, ou seja, em plásticos revestidos 

com quitosana e em soluções de quitosana e concluíram que as soluções de 

quitosana foram as que obtiveram os melhores resultados de inibição para 

Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus.  

 

Jeon, Höll (2003), Kurita (2006), Muzzarelli, Muzzarelli (2002), Riva et al., 

(2011) e Lucena et al., (2015)  citam outras aplicações da quitosana e seus 

derivados. São elas: adsorção de corantes, hidrocarbonetos aromáticos, proteínas, 

cátions metálicos (cobre, mercúrio, cádmio, ferro, manganês, níquel, zinco, chumbo 

e prata); “cicatrização de feridas”; aumento da imunidade; anti-HIV; antifúngico; em 

agentes anti-inflamatórios; suporte para entrega de gene; cultura de células, 

regeneração de tecidos; inibidores de crescimento tumoral; agentes hipolipemiantes 

(reduzem os níveis de colesterol e triglicerídeos no plasma sanguíneo e fígado de 

ratos); e como transportadores de fármacos para o organismo. Rinaudo et al., (1989) 

e Azevedo et al., (2007) abordam também como aplicação da quitosana a utilização 

na agricultura (mecanismos defensivos e adubo para plantas), no tratamento de 

águas (floculante para clarificação, remoção de íons metálicos, polímero ecológico e 

redução de odores), na indústria alimentícia (conservante para molhos, fungicida e 

bactericida, recobrimento de frutas), na indústria 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 alcançados com estudos da quitosana e seus derivados 

demonstram um potencial desses materiais para múltiplos tipos de aplicações. A 

quitosana é, portanto, considerada um polímero biofuncional muito importante por 

ser um novo tipo de material polimérico que é “ambientalmente correto” (LUCENA et 

al., 2015). 

 

 

3.1.6 Vantagens da quitosana microbiológica 

 

 

Os processos de desmineralização e desproteinização para obtenção da 

quitosana de crustáceos são descritos como agressivos e causam alterações no 

produto final, podendo, portanto, reduzir a qualidade, devido às mudanças 

químicas (POCHANAVANICH, SUNTORNSUK, 2002; STAMFORD et al., 2007; 

CARDOSO et al., 2010; BUETER et al., 2013; BERGER et al., 2014). Assim, os 

fungos filamentosos têm sido considerados como fonte de quitina e quitosana para 

aplicações industriais, porque os seus produtos podem ser obtidos sob condições 

padronizadas e controladas. 

  

Portanto, a produção de quitina e quitosana, a partir da biomassa micelial de 

fungos da ordem Mucorales, pode ser uma alternativa com menos limitações se 

comparada à produção oriunda de resíduos da indústria pesqueira, uma vez que é 

um processo fácil e economicamente viável. Além disso, esses biopolímeros obtidos 

não apresentam contaminação por proteínas e o cultivo do fungo é independente 

dos fatores de sazonalidade, pode ser realizado em larga escala, com fácil controle 

do pH e da concentração 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 polissacarídeos extraídos da biomassa 

varia de acordo com a espécie fúngica e de acordo com as condições 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 

quitosana relatam rendimentos iguais ou maiores destes polímeros, aos obtidos 

quando são utilizadas as fontes tradicionais (ANDRADE et al., 2003; AMORIM et al., 

2005; FAI et al., 2008). Métodos de otimização para processos de produção de 

quitina e quitosana têm sido estabelecidos a partir da massa micelial de 

Cunninghamella elegans, e também a utilização 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 está 

estimado em 1,25 bilhões de dólares por ano (BESSA-JUNIOR, GONÇALVES, 

2013). O preço final dos materiais processados não é fixo ele depende do grau de 

pureza, matéria-prima, processo de extração e fabricante, podendo variar de 10 a 

1000 dólares o quilograma (JOHNSON, 2002; BESSA-JUNIOR, GONÇALVES, 

2013).  

 

A quitosana e os derivados desde que tenham alta pureza, produzidos 

apenas para uso médico, podem alcançar valores próximos a 4000 dólares o 

quilograma nos Estados Unidos. Porém, para a quitina bruta, apropriadas para usos 

em purificação de água, podem alcançar valores próximos a 20 dólares o 

quilograma, de acordo com a Academia Nacional Americana de Ciências (NAS, 

1999; BESSA-JUNIOR, GONÇALVES, 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 Japão e algumas poucas 

empresas multinacionais (BESSA-JUNIOR, GONÇALVES, 2013). 



26 

 

 

 

3.2 Zygomycetes 

 

 

Os fungos são organismos eucariontes, aclorofilados, heterotróficos e 

absorvem componentes orgânicos como fonte de energia.  Em sua grande maioria 

são aeróbicos, mas existem alguns anaeróbicos estritos e facultativos. Podem ser 

uni ou multicelulares e reproduzem-se sexuada ou assexuadamente. Têm parede 

celular rígida que pode ser composta de celulose, glicanas, mananas ou quitina e 

membrana celular com esteróis presentes. Sendo o glicogênio seu principal material 

de reserva. Em microbiologia os fungos estudados compreendem as leveduras e os 

bolores. As leveduras são unicelulares, imóveis, não-filamentosas, apresentam em 

média de 1 a 5 μm de diâmetro e de 5 a 30 μm de comprimento, são geralmente 

ovais, podendo exibir morfologia alongada ou esférica. Os fungos filamentosos são 

organismos pluricelulares, que ao microscópio óptico se apresentam filamentosos. 

Ao exame macroscópico apresentam crescimento característico com aspecto 

aveludado ou cotonoso (algodão) (BRASIL, 2012). 

 

Devido à capacidade dos fungos em utilizar substratos muito diferentes, eles 

são capazes de atacar inúmeros produtos utilizados pelo homem, incluindo tecido, 

couro, produtos derivados do petróleo como combustíveis e lubrificantes, além dos 

seres vivos. Assim, vários processos como secagem, salga, congelamento, 

aquecimento, enlatamento, uso de irradiação ou de aditivos químicos, são 

empregados para proteger os alimentos dos fungos e também das bactérias. Além 

de danificar os alimentos certas espécies de fungos podem produzir substâncias 

tóxicas, conhecidas como micotoxinas (ALEXOPOULOUS, 1996). 

 

As principais classes de fungos terrestres são: 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 esporulação e pela capacidade de produzir 

amino polissacarídeos, 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 passíveis de originar processos controláveis e 

padronizados (DHILLON et al., 2012). 

 

Os zigomicetos são fungos sapróbios (seres vivos que se alimentam da 

matéria orgânica em decomposição), que apresentam distribuição cosmopolita e são 

isolados do solo, vegetação, ar, fezes de animais e alimentos envelhecidos A classe 

dos zigomicetos é dividida em três ordens: a Mucorales (composta principalmente 

pelos gêneros Lichtheinia, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus e Saksenaea), a 

Entomophthorales (composta pelos gêneros Basidiobolus e Conidiobolus) e 

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

 

Os fungos são organismos economicamente importantes, amplamente 

distribuídos na natureza; empregados na produção de alimentos, fármacos, enzimas 

e ácidos orgânicos (PATERSON, 2008; SILVA et al., 2015 a). 

 

A utilização destes micro-organismos pela indústria vem gerando bilhões de 

dólares a cada ano e as vantagens de realizar ensaios com fungos filamentosos se 

devem aos benefícios como fácil cultivo e manipulação, produção de altos níveis de 

enzimas extracelulares, maior especificidade, menor consumo energético e maior 

velocidade de reação POLIZELI et al., 2005; COLEN et al., 2006; KAR et al., 2006; 

SILVA et al., 2015 b) 

 

O gênero Mucor contém cerca de 3000 espécies, que são vastamente 

distribuídas no solo, podendo ser isolados das superfícies de plantas e vegetais em 

decomposição, e em fezes de herbívoros, sendo um zygomycota dimórfico que pode 

alternar sua forma de crescimento entre a leveduriforme e a filamentosa 

dependendo do estímulo ambiental, esses fungos desempenham um papel 

importante sendo responsáveis pela colonização primária do substrato utilizado. 

Apresentam também, um extraordinário crescimento em substratos à base de 

cereais (INOKUMA et al., 2013; KARIMI, ZAMANI, 2013; CERTÍK et al., 2013). 
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Os Zygomycetes são formados por hifas cenocíticas ou septadas, e 

apresentam ausência de esporos móveis. Quanto à reprodução assexuada, ela 

acontece por meio de esporangiósporos que se desenvolvem dentro de esporângios 

e rompem-se quando maduro. Já a reprodução sexuada acontece com formação de 

zigosporos (LACAZ, et al., 1998). 

 

Os fungos da classe Zygomycetes possuem capacidade de adaptação a 

diferentes condições ambientais, resultado de modificações em suas atividades 

fisiológicas, bioquímicas e genéticas, sendo, portanto, um elemento fundamental na 

compreensão de seu comportamento bioquímico e fisiológico, com vistas à 

identificação de mecanismos próprios de desenvolvimento, maturação, diferenciação 

e sobrevivência (ANDRADE et al., 2015). 

  

 

3.2.1 Mucor subtilissimus  

 

 

O Mucor subtilissimus pertence ao filo Zygomycota, classe Zygomycetes, 

ordem Mucorales, gênero Mucor. Essa ordem é um grupo filogeneticamente antigo 

de fungos, a qual pertence também os gêneros Rhizopus, Rhizomucor, Lichtheimia 

corymbifera, Cunninghamella, Absidia e Blakeslea (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010; 

PHULPIN-WEIBEL et al., 2013). 

 

A classe dos Zygomicetes, do filo Zygomycota, é considerada como grupo de 

fungos verdadeiros do reino Fungi. A parede celular dos zigomicetos caracteriza-se 

por ser constituído de quitina e quitosana, geralmente com vários núcleos que não 

são separados por parede celular. A produção do septo só ocorre quando as 

colônias envelhecem e apenas na delimitação dos órgãos de reprodução e 

dispersão (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 nitrogênio 

 

 

Os nutrientes são substâncias encontradas no ambiente, que participam do 

metabolismo celular (anabolismo e catabolismo), e podem ser divididos em dois 

amplos grupos: o grupo dos macronutrientes (que são necessários em grandes 

quantidades, como exemplos têm: Carbono, Nitrogênio, Hidrogênio, Fósforo, 

Enxofre, Potássio, Magnésio, Cálcio, Sódio e Ferro) e o grupo dos micronutrientes 

(necessários em menor quantidade, por exemplo: Cobalto, Zinco, Molibdênio, Cobre, 

Manganês e Níquel). De maneira geral, as leveduras necessitam de quatro 

elementos básicos: Carbono, Hidrogênio, Nitrogênio e Oxigênio, 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 orgânica ou inorgânica de nitrogênio 

(VIEIRA, FERNANDES, 2012). 

 

A relação carbono/nitrogênio é abundantemente importante para o 

crescimento e esporulação dos fungos, pois a elevada concentração de nitrogênio 

reprime a esporulação e está diretamente ligada a concentração de carbono 

(CUTRIM et al., 2006).  

 

Outro fator muito importante é a concentração da fonte de carbono e 

nitrogênio, pois possuem efeito significativo sobre a concentração máxima de 

biomassa e velocidade específica de crescimento. Substratos à base de cereais 

promovem uma fonte adequada de nutrientes para o crescimento de fungos por 

conter elevado teor de carbono, e níveis adequados de nitrogênio orgânico, servindo 

não só como fontes de nutrientes necessários ao crescimento do micro–organismo, 

mas também como fornecedor de compostos que podem induzir a produção de 

determinada biomolécula (HALTRICH et al., 1997; CERTIK, ADAMECHOVA, 2009).  
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3.3.2 Extrato de Soja 
 

 

 Para a biologia, bioquímica e ecologia; substrato significa um nutriente para 

servir de componente químico de base para o crescimento e desenvolvimento de 

micro-organismos mantendo as condições semelhantes ao seu habitat. (FERREIRA, 

2000).  

 

A situação da economia brasileira sugere esforços na busca de sistemas mais 

produtivos e a custos mais baixos (MORGADO, 2000). Farinas et al., (2008) aborda 

que os derivados da soja destacam-se pela abundância em determinadas regiões do 

país e pelo baixo custo. O Extrato de soja é considerado importante matéria-prima 

para alimentação animal como para o desenvolvimento de produtos não alimentares 

devido à 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 resíduos, principalmente compostos por 

cascas de certas frutas como matéria-prima a fim de produzir alimentos 

impecavelmente passiveis de serem incluídos na alimentação humana (MATTIAS et 

al., 2005; NASCIMENTO FILHO, FRANCO, 2015). Como a quantidade de resíduos 

gerados pode chegar a muitas toneladas, agregar valor a este subproduto é de 

interesse econômico e ambiental, havendo a necessidade da investigação cientifica 

e tecnológica que possibilite sua utilização eficiente, econômica e segura (SOUSA et 

al., 2011; NASCIMENTO FILHO, FRANCO, 2015). 

 

De acordo com Nascimento Filho e Franco (2015) o reaproveitamento de 

“resíduos agroindustriais” não consiste simplesmente na reciclagem destes como 

ração animal, ou adubo orgânico. É necessário mais investimento em pesquisas 

para encontrar novos potenciais para a utilização destes resíduos, contribuindo, 

portanto, para o desenvolvimento da indústria biotecnológica e preservação do meio 

ambiente. 
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A soja vem apresentando formidável expansão e vem ocupando uma posição 

de destaque. A plantação, crescimento e colheita da soja apresentam alta 

produtividade e uma fácil adaptação em quase todas as regiões mundiais (RIBANI, 

2014). 

 

Esta leguminosa é um alimento que oferece elevado valor nutricional, tem 

uma composição química rica que inclui óleos, vitaminas e alguns sais minerais 

como cálcio e ferro, contém mais de 34% de proteína e é fonte de antioxidantes 

como as isoflavonas (SOUCI, FACHMANN, DRAUT, 1994; RIBANI, 2014). 

 

A soja foi introduzida no Brasil em 1908, mas a ampliação de seu cultivo só 

ocorreu nos anos 1970 com o aumento do interesse na produção e demanda 

internacional de óleo. Os Estados Unidos são os maiores produtores de soja, 

seguidos pelo Brasil, Argentina e China, responsáveis por aproximadamente 90% da 

produção mundial. A produção mundial de soja, em 2004, foi superior a 206 milhões 

de toneladas (BOWLES, DEMIATE, 2006; SILVA et al., 2015c). As propriedades 

químicas e nutricionais da soja e seus subprodutos qualificam-na como um alimento 

funcional. Além da ótima condição de sua proteína, estudos mostram que a soja 

pode ser utilizada na prevenção e terapêutica no tratamento de doenças 

cardiovasculares, câncer e osteoporose (SILVA et al., 2015c). E, o extrato de soja é 

quimicamente determinado como uma emulsão (composta por lipídios), suspensão 

(constituída de proteínas, carboidratos e pequenas partículas) e solução (composta 

por minerais e açúcares) (MORAIS, SILVA, 1996; BROCA et al., 2014).   

 

É uma leguminosa com grande expressão na economia externa e interna do 

Brasil, não só pelo seu valor como grão para consumo, mas pelas diversas 

possibilidades de uso devido aos seus teores de óleo e proteína elevados e, 

também, à boa valorização comercial de seus derivados. O Brasil é o segundo maior 

exportador de soja (Glycine max (L.) Merrill) do mundo, a safra 2012/2013 

apresentou uma área de 27.721,5 mil hectares plantados, indicando um aumento de 

10,7% em relação à safra anterior. Na safra de 2013, houve produção recorde de 

81.456,7 milhões de toneladas de soja, representando acréscimo de 22,7% se 
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comparada à safra 2012; a projeção para o futuro (safra de 2021/2022) é de 88,9 

milhões de toneladas de soja (CONAB, 2013; BRASIL, 2012; BROCA et al., 2014). 

 

Além de ser uma rica fonte de proteína 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 (fermentação 

em estado sólido). 

 

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 resíduo do extrato aquoso da soja, denominado okara ou resíduo 

de soja (SILVA et al., 2015 c) 

 

Os derivados da soja são muitos, mas destaca-se o extrato de soja por ser 

um produto pronto para consumo, de alto valor nutritivo, de custo relativamente 

baixo e de fácil obtenção (FELBERG et al., 2004). 

 

A Resolução 14/78 da Comissão Nacional de Normas e Padrões para 

Alimentos instituiu padrão de identidade e qualidade para o extrato de soja, o qual é 

determinado como "produto obtido a partir da emulsão aquosa resultante da 

hidratação dos grãos de soja, convenientemente limpos, seguido de processamento 

tecnológico adequado, adicionado ou não de ingredientes opcionais permitidos, 

podendo ser submetido à desidratação, total ou parcial". A composição centesimal 

foi assim constituída: umidade máximo 93,0%, proteína mínimo 3,0%, lipídeos 

mínimo 1,0%, carboidratos máximo 2,8% e cinzas máximo 0,6% (BRASIL, 1978; 

LIENER, 1994; MAIA, 2006; BROCA et al., 2014). 

 

De acordo com Moreira et al., (2010) a obtenção do extrato de soja se baseia 

na seleção e lavagem dos grãos, seguidas de aquecimento, resfriamento e retirada 

das cascas, e após esses procedimentos é realizado um novo aquecimento, 

trituração e filtragem da massa de grãos. 
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A indústria alimentícia aplica amplamente o extrato de soja, esteja ele líquido 

ou em pó, pois, pode ser consumido na forma de bebida ou como constituinte de 

produtos lácteos (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). 
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CAPÍTULO II 
 

 

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 sólidos 

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 

colônias de M. subtilissimus em meios sólidos, foram avaliados pelo Índice da 

Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), velocidade específica de crescimento 

(μEsp.h-1) e tempo de geração. 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 específica de crescimento (μEsp.h-1) 0,035831 e  

tempo de geração de 19,34504 h-1. O meio líquido SEG foi usado para produção de 

biomassa fúngica e produção de quitosana após aplicação de um planejamento 

fatorial 22. A condição otimizada mostrou produção de 17,42gL-1 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 produção de 20,66gL-1 biomassa e 210 

mg.g quitosana. O espectro de absorção no raio infravermelho confirmou ser 

polímero de quitosana com um grau de desacetilação 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-polímero. Otimização. Grau de desacetilação. 

Validação estatística. 

mailto:victoranacarla@yahoo.com.br
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1 Introdução 

 

A quitosana quimicamente é um biopolímero formado de unidades β-(1→4) -2-

amino-2- desoxi-D-glicopiranose e produto do processo de desacetilação parcial da 

quitina, biopolímero constituído de unidades β–(1→4) 2-acetamido-2-desoxi-D-

glicopiranose [1-3]. 

O biopolímero quitosana extraído de fungos apresenta características 

extraordinárias, tais como: biocompatibilidade, hidrofilicidade, biodegradabilidade, 

propriedades bactericidas, bioatividade; sua utilização não induz reações de 

toxicidade ao corpo humano [3-5].  

A quitosana comercializada é um produto derivado da quitina de crustáceos 

oriundos de resíduos da indústria pesqueira, cuja demanda pode ser afetada por 

instabilidades climáticas (sazonalidade), necessitando ainda de controle de qualidade 

e padronização da matéria-prima. Neste sentido, a busca de fontes alternativas é 

necessária, considerando os problemas causados com o processo de extração utilizar 

bases e ácidos fortes causando um considerável impacto ambiental, além, da 

presença da proteína que causa reações alérgicas [6]. 

O uso da biomassa fúngica para obter os co-polímeros apresentam grandes 

vantagens, como: extração simultânea dos biopolímeros, não dependência da 

sazonalidade, produção em escala ilimitada, processo simples e econômico (por 

reduzir custo e tempo) e ainda, não permite contaminação por proteínas. Proteínas 

estas, que induzem as reações alérgicas em indivíduos predispostos a alergias por 

crustáceos [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 físico - químicas e o 

rendimento de quitosana pode ser manipulados e padronizados, controlando os 

parâmetros de cultura e as condições de processamento [11]. 
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Portanto, os processos de obtenção de quitosana a partir de fungos apresentam-

se como uma alternativa promissora, podendo ser realizada a extração simultânea de 

quitina e quitosana, sem causar dependência de fatores estacionais, além de fácil 

obtenção e ausência de proteínas. Por sua vez, o uso de polímeros naturais à base de 

quitina-quitosana para aplicações diversificadas têm sido de vital importância para 

os avanços biotecnológicos e apresentam várias vantagens dentre elas a sua fácil 

obtenção [12], a biocompatibilidade, a biodegradabilidade e suas diversas aplicações 

na área nutricional, biotecnologia, ciência dos materiais, drogas e produtos 

farmacêuticos, agricultura e proteção 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 produção de quitosana através de meio de cultivo SEG líquido 

constituído 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 Ágar 

na Coleção de Culturas da UCP (Universidade Católica de Pernambuco) e registrado 

no World Federation for Culture Collection-WFCC. 

 

2.2 Substratos e composição dos meios 

 

Os substratos usados foram a Glicose (Neon Comercial Ltda., São 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 adição de 10% de Extrato de Soja; 10% de solução salina (KH2 PO4 – 

2g/L; MgSO4 – 1g/L e solução traço – 10 mL/L; a solução traço tem em sua 

composição FeSO47H2O – 0,63 mg; MnSO4 – 0,01 mg; ZnSO4 – 0,62 mg e água 

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 potássio monobásico; 0,025% 

sulfato de magnésio 7 H2O; 0,05 mg de cloridrato de tiamina] e Meio Sabourand 

Dextrose Ágar  (SAB) [composto por Peptona universal 10g; Dextrose 40 g; Ágar- 

ágar 15 g; 1000 mL água destilada]. Os meios foram solidificados com Ágar 2g e os 

meios líquidos foram removidos do Ágar. A Tabela 1 expressa a composição do 

extrato de soja de acordo com Chauhan [ 20 ]: 

 

Tabela 1. Composição química do Extrato de Soja 

Propriedades Unidades Valores 

Carboidratos 

Proteínas 

Lipídios 

Cálcio 

Fósforo 

Ferro 

Vitamina B1 

Vitamina B2 

Vitamina B3 

g/100g 

g/100g 

g/100g 

mg/100g 

mg/100g 

mg/100g 

µg/100g 

µg/100g 

µg/100g 

0.4-2.0 

2.0-3.5 

0.3-1.9 

15-70 

30-105 

1.2-3 

40 

120 

0.1 

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

 

O fungo foi cultivado em placa de Petri, com 9,2 cm de diâmetro, 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 área de crescimento do fungo em escala de milímetros com uma 

régua. O perfil de crescimento de M. subtilissimus foi estabelecido por cálculo do 

Índice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), velocidade específica de 

crescimento (μEsp.h-1) e tempo de geração (TG) , de acordo Trinci [ 21 ]. Para 

apresentação dos resultados foi utilizado o box-plot . Para o cálculo do Índice de 

Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) foram utilizadas medidas em 

milímetros, de acordo com a fórmula descrita por Guadarrama – Mendoza et al., [22]. 

 
 





N

DD
IVCM a                                     (1) 

Onde:  

D= Diâmetro médio atual da colônia. 

Da= Diâmetro médio da colônia do dia anterior 

N= Número de dias após a inoculação. 

 

A velocidade específica de crescimento (μ) pode ser calculada a partir do 

modelo de Monod [23] 

μ = ln (N/N0)           (2) 

Onde: 

N= número de micro-organismos 

N0=número inicial de micro-organismos. 
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2.4 Extração de quitina e quitosana por biomassa de Mucor subtilissimus 

 

A produção de biomassa por Mucor subtilissimus foi realizada utilizando frascos 

de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade contendo 100 mL do meio básico proposto 

por Colla, Hemkemeier e Gil [18], modificado. Foram cortados 20 discos de 6 mm de 

diâmetro, do M. subtilissimus crescido no mesmo meio em estado sólido, 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 

filtrada em filtro com malha de 120 “mesh”, em seguida, liofilizada, e mantidas em 

dessecador, até peso constante . 

A extração dos polissacarídeos (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 solução de 

NaOH 1M por autoclavagem a 100°C (vapor fluente) por 15mim, para remover a 

fração álcali solúvel, posteriormente, centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos. Antes 

do tratamento com ácido acético 2% o resíduo foi neutralizado com solução de HCl 

0,1N, lavado e, o resíduo coletado foi tratado com uma solução de ácido acético a 2% 

por autoclavação a 100°C por 15mim. Em seguida, foi novamente centrifugado a 4000 

rpm por 15 min, sendo separado o sobrenadante, correspondente a fração ácido 

solúvel. O sobrenadante foi neutralizado a pH 10 e mantido a 4°C “over nigth” para 

precipitação da quitosana. O resíduo obtido da centrifugação a 4000 rpm por 15 

minutos foi lavado até a neutralidade com água destilada e depois liofilizado. O teor 

de quitosana foi estabelecido por gravimetria e expresso em mg/g de biomassa. A 

quitina extraída do resíduo ácido insolúvel foi lavada com água destilada gelada até 

a neutralização, 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 Caracterização da quitosana e grau de desacetilação 

 

O quitosana obtido foi caracterizada usando espectroscopia vibracional  na 

região do infravermelho e da determinação do grau de desacetilação. A análise de 

quitosana atraves do espectrofotômetro de infravermelho foi realizada utilizando 

pastilhas de KBr. 

O nível de grau de desacetilação foi determinada por bandas de absorção a 

1655cm- 1 e 3450cm-1, os quais são associados com as carbonilas de grupos N-acetil 

residual e hidroxila, respectivamente [25] . 

De acordo com Stamford et al., [26], a medida da absorção em um espectro de 

transmitância contra o comprimento de onda é necessário: 1) desenhar as linhas de 

base; 2) calcular a diferença na transmitância; 3 ) conversão dos valores de 

transmitância para a absorbância (A = log T1 / T2 ) aplicando os valores na equação 

proposta por Moore e Roberts [ 25 ], equação 3. A equação tem como objetivo para 

calcular o grau de desacetilação de quitosana características relativas dos picos do 

grupo amina e o heteropolimero acetamida. 

 

DA (%) = (A1655/A3450) X 100/1.33        (3) 

Onde: 

A1655 é a absorbância de comprimento de onda de 1655 cm- 1 obtida usando a 

linha de base para a proposta Morre e Roberts [ 25 ]. A A3450 é a banda de absorção 

no comprimento de onda de 3450 cm- 1. 1:33 o número é igual ao valor de ( A1655 / 

A3450 ) encontrados em quitina pura. Utilizou-se 2 mg de amostra de quitina e 

quitosana foram secas durante à noite a 60 ºC sob pressão reduzida e totalmente 

homogeneizada com 100mg de KBr. Os discos de KBr preparados foram secos 

durante 24h a 110 0C sob pressão 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 referência. 
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2.6 Planejamento Fatorial Completo 

 

Planejamento fatorial completo 22, constituído por 8 ensaios e quatro repetições 

no ponto central foi realizado para investigar os efeitos e interações das variáveis 

independentes, sobre a variável resposta produção de quitina e quitosana. A Tabela 2 

apresenta os níveis e valores das variáveis independentes.  

 

Tabela 2. Modelo da Matriz do planejamento fatorial de 22 

 

 Níveis 

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 discussão 

 

3.1 Descrição da nova linhagem de Mucor subtilissimus 

 

Colônias de cor branca acinzentada, com aparência cedosa, levemente  

aromática com diâmetro de 9 cm e 1cm de altura, a temperatura de 25 °C em EMA e 

SEG . Com reverso amarelo claro. Os esporangióforos: medem 5,5 - 12 μm de 

diâmetro com ramificações simples ou fracamente simpodial, com alguns 

esporângios jovens constrictos e colapsados. Esporângio globoso a discretamente 

achatado com parede de aspecto vítreo amarelado transparente cerca de 75 μm de 

diâmetro. Columela de globosa a sub globosa com 45 μm de diâmetro, alguns 

elipsóide até 45 × 35 μm. Esporangióforos mostraram aspecto hialino, elipsóide para 

fusiforme, de parede lisa, usualmente com grânulos no final 5-9 × 2,5 - 3,5 μm. Não 

foi observado Zygosporangia. Mucor subtilissimus Oudem (Figura 1). 
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Figura 1. Características morfológicas 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Perfil da velocidade de crescimento de Mucor subtilissimus 

 

O modelo cinético baseado em medições radiais foi desenvolvido a fim de 

analisar as características de crescimento de M. subtilissimus em diferentes meios de 

cultura, utilizou-se o índice da velocidade do desenvolvimento micelial (IVCM) por 

144 h. Os Índices 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 composição química utilizando extrato de soja 

(componente natural) e extrato de levedura, que são ricos em nitrogênio, vitaminas, 

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

quatro meios diferentes 

                      Índice da Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) 

Meios de Cultivo 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 

Extrato de Soja 1,30 0,83 0,47 0,33 0,28 0,16 

Sabouraud Dextrose Ágar 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 0,99 0,63 0,38 0,27 0,09 

 

3.3 Velocidade específica e Tempo de geração do Mucor subtilissimus em diferentes 

meios de cultivo 

 

A velocidade específica de crescimento (μEsp.h-1) foi descrita de acordo com 

modelo de Monod descrito por Schaffner & Labuza (1997) [23] sendo obtidos os 

valores que estão apresentados na (Tabela 4). Generalizar os resultados de 

crescimento de fungos é difícil devido à sua sensibilidade e devido a variação de 

condições experimentais, difícil reprodutibilidade e diferença nos meios. Neste 

estudo um modelo matemático é apresentado no qual a formação de micélio, no 

crescimento radial são utilizados. No entanto, os meios SMM e SEG demonstraram 

uma maior Velocidade Específica (μEsp.h-1) e Tempo de geração (td). 

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

meios de cultura 

Meios de cultivo μEsp.h-1 td* h 

Meio Extrato de Soja 0,035831 19,34504 

Meio Extrato de Malte 0,037955 18,26227 

Meio Sabouraud Dextrose Ágar 0,037209 18,62865 

Meio Sintético para Mucorales 0,033431 20,73360 

*td (tempo de duplicação ou tempo de geração) 
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3.4 A avaliação estatística do crescimento radial de Mucor subtilissimus em diferentes 

meios de cultura 

 

Para avaliar os resultados com crescimento fúngico utilizou-se o box-plot 

(diagrama em caixa), visando evidenciar valores centrais (média), a dispersão e os 

valores máximos e mínimos dos pontos obtidos como apresentados nas figuras 2a, 

2b, 2c e 2d. 

Observou-se que cada ponto segue uma distribuição 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 não apresentar equidistância entre os quartis. 

Contudo, não existem pontos fora da curva (“outlier”). O crescimento no meio EMA 

apresentou características diferentes, especialmente, no período entre 120 e 144 h 

com menor desenvolvimento e um ponto quase sobreposto ao outro. Também não 

existindo nenhum ponto fora da curva (“outlier”), Figura 2d. 

Como foi evidenciado a Figura 2, demonstra graficamente a posição central dos 

dados (mediana) e a tendência. Permite avaliar simetria ou assimetria dos dados e 

ainda indica pontos fora da curva (‘outliers”) se exitirem. Este tipo de gráfico enfatiza 

detalhes da distribuição dos dados, sendo portanto, uma ferramenta importante na 

análise exploratória [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 Ágar 

(c) e Crescimento radial no Meio Extrato de Malte 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neste estudo, os efeitos da composição dos diferentes meios de cultura sobre o 

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

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

(SMM), seguido do meio SEG. Isto pode ser atribuído à presença de componentes 

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

do meio SEG constituídos por nitrogênio, aminoácidos, vitaminas a partir de extrato 

de soja e extrato de levedura, adição de glicose [28] . 
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3.5 Produção de biomassa, quitina e quitosana por Mucor subtilissimus  

 

A Tabela 5 apresenta a quantidade de biomassa e produção de quitina e de 

quitosana por M. subtillísimus 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 conteúdo de quitosana foi 

obtido quando ocorreu associação com maior concentração de glicose do meio de 

cultura (Tabela 5). A biomassa microbiana é considerada a parte viva da matéria 

orgânica, e a manutenção da sua capacidade metabólica é fundamental para a 

preservação da capacidade produtiva, por sua vez a produção de biomassa fúngica 

está diretamente relacionada ao consumo das fontes de glicose e nitrogênio [17]. 

 

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

 Biomassa g.L-1 
Quitina 

mg.g de biomassa 

Quitosana 

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 

Níveis: 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 extração 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), Gráfico dos valores médios da Glicose e do 

Extrato de Soja (Figura 4) e Gráfico de superfície (Figura 5) dentre outros abordados 

a seguir.  

Na validação do bioprocesso, aplicando um planejamento fatorial de 22 

observou-se uma perfeita interação de glicose e extrato de soja, em associação, sendo 

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

 

Tabela 6. Tabela da ANOVA para variáveis glicose e extrato de soja sob a produção de 

quitosana 

Fonte de 

Variação 

Soma 

Quadrática 

SQ 

Graus de 

Liberdade 

d.f. 

Média 

Quadrática 

MQ 

F P 

GLIC 166,4100 1 166,4100 983,7044 0,000071 

EXS 62,4100 1 62,4100 368,9261 0,000308 

Interação 141,6100 1 141,6100 837,1034 0,000091 

Erro 0,5075 3 0,1692 

Total 378,3488 1  

*R2= 0,97907 

O planejamento fatorial 22 utilizado para avaliar os efeitos das concentrações de 

glicose e extrato de soja, associado ao extrato de levedura em concentração constante 

evidenciaram um efeito positivo, que tanto a glicose como o extrato de soja 

isoladamente são capazes de influenciar a produção de quitosana. Contudo, as 

interações entre extrato de soja e glicose apresentam efeito negativo, porém 

significativo na produção de quitosana (Figura 3).  
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Figura 3 – Diagrama de Pareto demonstrando a interação entre os valores de glicose 

e extrato de soja sob a variável resposta a produção de quitosana 

 

 

 

 

 

 

A Figura 4 representa os valores médios da Glicose e do Extrato de Soja 

utilizados nos ensaios do planejamento fatorial, indicando a interação com os vértices 

do cubo, onde estão os ajustes das médias das concentrações utilizadas nos ensaios 

[29]. É possível observar que os valores utilizados dos componentes glicose e extrato 

de soja foram totalmente ajustados.  

Figura 4 - Representação dos valores médios da Glicose e do Extrato de Soja. 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 5 apresenta o Gráfico de Superfície de Resposta (GSR) do 

planejamento fatorial de 22 das variáveis glicose e extrato de soja, sob a variável 

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

metodológica para aumentar significativamente a produção de quitosana.  

Figura 5 – Gráfico de Superfície de Resposta para extração da quitosana por Mucor 

subtilissimus 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 Grau de desacetilação da quitosana obtida de Mucor subtilissimus  

 

O grau de desacetilação é uma das características químicas mais importantes 

para identificar a qualidade da quitosana, a qual pode influenciar nas aplicações em 

diversos setores. Além disso, o grau de desacetilação determina o conteúdo de 

grupos amino livres em polissacarídeos, permitindo a diferenciação entre quitina e 

quitosana.  

Os resultados obtidos com a produção de quitosana a partir de biomassa de M. 

subtilissimus demonstraram que o biopolímero, caracterizado através do raio 

infravermelho, apresentou nas regiões da banda da hidroxila (3450 cm-1) e na banda 

de amida I (1655 cm-1), graus de desacetilação de 78,3% e 87,5% e para os ensaios 2 e 4 

respectivamente (Tabela 7). O grau de desacetilação depende principalmente do 

método de purificação e das condições de reação para sua obtenção. Segundo Pinto 
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(2011) [30] e Bessa-Junior, Gonçalves (2013) [31] as quitosanas comerciais possuem, 

geralmente, grau de desacetilação variando de 70 a 95%, corroborando, portanto com 

os resultados obtidos neste trabalho. Esta caracterização é importantíssima para 

garantir a qualidade do produto e para classificar a quitosana microbiológica como 

possível de ser comercializada. 

 

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

 

 

4 Conclusões 

 

Os resultados deste estudo fornecem uma comparação interessante e 

informativa na razão de crescimento do M. subtilissimus nos meios SAB , EMA , SMM 

e SEG demonstrando a influência das fontes de carbono e nitrogênio como fatores 

fisiológicos, 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 interpretação da velocidade de crescimento do 

M. subtilissimus. Além disso, a validação da biomassa e produção de quitosana 

mostraram que o modelo pode prever o crescimento do M. subtilissimus sob 

Amostra Banda de IV (cm-1) 
Descrição* 

 

Grau de 

desacetilação 

Ensaio 2 

1655 cm-1 

 

Banda de Amida I   

88,61765% 

Banda de Hidroxila 

85,0325% 

78,3% 

3450 cm-1 

Ensaio 4 

1655 cm-1 

 

Banda de Amida I 

75,81607% 
87,5% 

3450 cm-1 
Banda de Hidroxila 

65,15754% 



61 

 

 

 

condições naturais com uma precisão aceitável. Para concluir, o modelo matemático 

desenvolvido pode prever o crescimento do  M. subtilissimus no meio SEG em 

laboratório, podendo ser usado como uma ferramenta para avaliar na indústria a 

produção de quitosana com excelente qualidade . 
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CAPÍTULO III 

 

 

CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

 O isolado M. subtilissimus apresenta excelente índice 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 diferenças mínimas a cerca da curva de 

crescimento do Mucor Subtilissimus não percebidas através de outros gráficos. 

Mas, todos os pontos são considerados de distribuição normal.  

 Estímulo nutricional fornecido interfere diretamente nos aspectos macroscópicos e 

microscópicos do Mucor subtilissimus.  

 Todos os resultados foram validados estatisticamente, através dos resultados da 

Tabela de ANOVA, Diagrama de Pareto e Gráfico de Superfície.  

 O modelo matemático abordado pode prever o crescimento da nova linhagem de 

M. subtilissimus no meio com Extrato de Soja e Glicose em laboratório, podendo 

ser usado como uma ferramenta para avaliar no âmbito industrial a produção de 

quitosana com excelente qualidade. 
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