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RESUMO

Os lipideos obtidos por via microbioldgica surgem como uma alternativa promissora
em diversas aplicacfes industriais, considerando as inumerosas vantagens que
apresentam quando comparado aos lipideos derivados de fontes vegetais e animais.
Uma selecdo de fungos da Ordem Mucorales (Mucor subtilissimus UCP 1262,
Cunninghamella echinulata UCP1299 e R. microsporus UCP 1304), isolados do solo
da Caatinga de Pernambuco, foi realizada com a finalidade de avaliar a acumulacéo
de lipideos utilizando fontes alternativas renovaveis. O cultivo dos fungos foi
realizado em meios contendo diferentes concentracbes de melagco de cana-de-
acucar e milhocina, e diferentes valores de pH, através de um planejamento fatorial
de 23. A linhagem selecionada com maior potencial de producdo de biomassa e
lipideos foram obtidos por gravimetria. Os lipideos totais foram quantifidados apés
extracdo com o sistema cloroférmio:metanol (v/v), e a identificacdo dos acidos
graxos foi realizada por cromatografia em fase gasosa (GC); e maior acumulagéo de
lipideos foi evidenciada pelo meétodo histoquimico. Os resultados obtidos
demonstraram que a Cunninghamella echinulata UCP 1299 produziu o maior
conteudo de biomassa (9,05g/L) e lipideos totais (46,96%), no meio contendo 10%
de melaco de cana de acucar e 5% de milhocina, em pH 6.0. A selecdo do micro-
organismo e meio de producdo foram evidenciadas através do planejamento fatorial
na condicdo 4, (milhocina a 8%, melaco de cana-de-acucar a 12% e pH 6), com
maxima producdo de biomassa de 10,1g/L e de lipideos 47,86% respectivamente.
Os resultados obtidos evidenciaram que Cunninghamella echinulata UCP 1299
converteu os residuos agroindustriais renovaveis em biomassa, acumulando elevado
teor de lipideos, possibilitando a minimizacéo residuos ambientais, sem tratamento

prévio, além de favorecer a elevacéo do valor agregado.

Palavras-Chave: 1 Acidos graxos, 2 Biodiesel, 3 Milhocina, 4 Melaco de cana-de-

acucar.
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ABSTRACT

Lipids obtained from microorganisms appear as a promising alternative for various
industrial applications due to the innumerable advantages when compared to lipids
derived from plant and animal sources. In this context, the objective of this work was
to select Mucorales (Mucor subtilissimus, Cunninghamella echinulata and R.
microsporus) fungi isolated from the Pernambuco Caatinga soil, which are potentially
capable of producing biomass and lipids using alternative renewable sources. The
cultivation of the Mucorales was carried out in means of production containing
different concentration of sugarcane molasses and, different concentrations pH.
From the selected medium, the strain with high potential to produce biomass and
lipids was grown in new concentrations established from factorial planning. The
yields of the biomass were calculated by gravimetry, the total lipids quantified after
extraction by chloroform and methanol and the identification of the fatty acids was
performed by gas chromatography (GC). Subsequently, a histochemical study was
performed with the selected fungus. The data obtained showed that Cunninghamella
echinulata was able to simultaneously produce high production of biomass (9,059 / L)
and total lipids (46,96%) in a medium constituted by 10% of sugarcane molasses and
5% of corncina, With pH 6.0. From this selected medium, the results of the planning
showed that the maximum production of biomass (10,1g / L) and lipids (47.86%)
occurred in condition 4, in a medium constituted by maize (8%), cane molasses Of
sugar (12%) and pH 6.0. In this way the data obtained show the high potential of
Cunninghamella echinulata as a promising microorganism for the simultaneous
production of biomass and lipids from renewable raw material, constituting an

important technology to minimize environmental problems.

Key words: 1 Biomass, 2 Lipids, 3 Agroindustrial wastes, 4 Mucorales.
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1 INTRODUCAO

Estudos vem sendo desenvolvidos em busca de espécies ou isolados
capazes de degradar e sintetizar compostos utilizados em processos
biotecnoldgicos de interesse agricola, industrial e/ou ambiental (SOUZA et al.,
2017).

Considerando a capacidade de alguns micro-organismos acumularem
significativamente lipideos nas suas ceélulas, single-cell oil (SCO), vem
mostrando resultados significativos deste a década de 1980. A literatura
descreve o acumulo de 6leos em micro-organismos, em especial em espécies
de fungos e poucas bactérias capazes de produzir lipideos para utilizacdo de
fins comestiveis (RATLEDGE, 2005, BORDIM et al., 2017).

Em micro-organismos, o acumulo e a composi¢cdo de lipideos sé&o
influenciados pela constituicdo genética e por fatores como condi¢cdes de
cultura (temperatura, pH, tempo de cultivo e composi¢cdo do meio) (MENG et
al., 2009).

Lipideos de origem microbiana sdo fontes alternativas de Oleos,
especialmente de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), que sdo compostos
organicos alifaticos com papel acido e mais de uma dupla ligacdo na cadeia.
Acidos graxos de cadeia curta (C:14:0 € C120) € cadeia longa (Czo.0 € C220) SA0
gerados em pequenas quantidades, destacando-se os PUFAs como
primordiais na dieta normal, para prevencao de doencas associadas a nutricao
(ALONSO e MAROTO, 2000).

O teor de lipideos nos esporos de fungos em média variade 5 a 17% do
peso seco, mas esporos de algumas espécies, como fungos da ferrugem
contém até 35% de lipideos. Os principais fatores que influenciam a producéo
de lipideos sdo a relagdo C:N disponiveis como nutrientes no meio de
producéo. Acido palmitico C1¢ normalmente € o acido graxo saturado e oléico
(C1s1) € linoléico (Cqg:2) sao os principais acidos graxos insaturados (PUPIN et
al., 2000; GAO et al, 2013).

O cultivo de micro-organismos em bioprocessos submersos ou solidos
tém a finalidade de produzir bioprodutos aplicAveis em diversos setores
industriais. Assim, os estudos com a obtencado de lipideos via microbiana por
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fermentacdo submersa vém crescendo, considerando a variedade de produtos
obtidos e elevado rendimento econémico (SOARES et al.,, 2010; ZEN et al.,
2014; REINEHR, 2016).

A substituicdo de nutrientes convencionais por residuos de fontes
renovaveis como melaco de cana de acucar, milhocina, 6leos pos-fritura e
materiais lignocelulésicos sdo substratos que contribuem favoravelmente para
a reducdo dos custos de producdo, da minimizagdo do descarte de residuos
agroindustriais e como alternativas inovadoras (CERQUEIRA et al., 2010;
IMURA et al., 2013).

Assim, a producdo de biomassa fuangica utilizando residuos
agroindustriais como fontes de carbono e nitrogénio, vém sendo considerada
vidvel para a producgéo simultdnea de bioprodutos, como lipideos (DE PARIS et
al., 2010; ZEN et al., 2014).

Uma eficiente alternativa que vem sendo bastante pesquisada € a
producdo de moléculas com caracteristicas eficientes para a producdo de
biocombustiveis. Os micro-organismos sdo capazes de produzir
biocombustiveis tais como o bioetanol, biodiesel, e biogas, que vem sendo
bastante utilizados no cenario mundial. Devido ser uma energia vantajosa, ndo
provocar impactos ambientais e nao produzir materiais perigosos,
caracterizando-se como um processo limpo (ANTUNES; SILVA, 2011;
OLIVEIRA; BATISTA, 2015)
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Avaliar o potencial de fungos da Ordem Mucorales isolados do solo da

Caatinga de Pernambuco, na producdo de biomassa e lipideos, empregando

substratos agroindustriais.

2.20bjetivos Especificos

Selecionar amostras de Mucorales (Cunninghamella echinulata,
Rhizopus microsporus e Mucor subtilissimus) com elevada
producdo de biomassa e lipideos, empregando residuos

agroindustriais como substratos;

Avaliar a acumulagdo lipideos nas amostras selecionadas

utilizando o método de Sudan Black B;

Utilizar a amostra selecionada para producdo de biomassa
lipideos, em meios alternativos contendo milhocina e melaco de

cana-de-agucar;

Avaliar a influéncia dos residuos utilizados no meio de
fermentacdo submersa na producdo de biomassa e lipideos,
utilizando planejamento fatorial completo 23;

Avaliar o perfil dos acidos graxos presentes nos lipideos totais
produzidos pela amostra selecionada, na melhor condicdo do
planejamento fatorial,

Validar estatisticamente os resultados obtidos.



SILVA M. C. L. B. Producéo de lipideos por fungos da Ordem Mucorales isolados do
solo da caatinga de PernambuUCO.........ccooooiiiiiieii i 14
3 REVISAO DA LITERATURA

3.1LIPIDEOS

Lipideos sdo moléculas bioldgicas soliveis em solventes organicos, tais
como éter etilico, éter de petroleo, cloroférmio, n-hexano, etanol a quente e
acetona (MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA, 2015).

Segundo a literatura a producdo de lipideos e proteinas pode ser
realizada por intermédio da producédo de biomassa fungica, apds crescimento
em residuos agroindustriais (DE PARIS et al., 2010; ZEN, et al., 2014).

Os acidos graxos e seus derivados, presentes em 0Oleos e gorduras, sédo
excelentes matérias/primas utilizadas em diversos setores da inddstria quimica,
alimentar e de energia (DONOT et al., 2014).

Segundo ZHAO, 2008, quanto maior os compostos de cadeias de acidos
graxos, que chegam a ter tamanhos entre 14 e 20 carbonos, provéem-lhes

atrativas caracteristicas industriais.

A via metabdlica da acumulacdo de lipideos em micro-organismos
oleaginosos ocorre sucintamente, em condi¢des limitantes de nitrogénio, a
concentracdo de adenosina monofosfato (AMP) diminui e a concentracdo de

citrato aumenta viabilizando o acimulo de lipideos (RATLEDGE,1991).

Os lipideos séo sintetizados através de vérias rotas, isso decorre, pois
variam consideravelmente em composi¢do quimica. Pela ligacdo de glicerol a
acidos graxos as células sintetizam gordura. O maior papel dos lipideos é servir
como componentes estruturais de membranas bioldgicas, tendo o0s
fosfolipideos como a maioria dos lipideos de membrana. Funcionam também
como estoque de energias, como carotenoides fornecendo pigmentos
vermelhos, alaranjados, e amarelos de alguns micro-organismos, outros
lipideos formam por¢gBes das moléculas de clorofila (TORTORA, CASE,
FUNKE, 2016).

A anadlise da composicao de acidos graxos por metodos cromatograficos

constitui o primeiro passo para a avaliacdo da qualidade do o6leo bruto e/ou
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seus produtos de transformacdo (COSTA NETO et al., 2000; FERREIRA et al.,
2008).

3.2 APLICACAO DE LIPIDEOS FUNGICOS NA PRODUCAO DE BIODIESEL

Diversos autores descreveram a viabilidade da utilizagédo de fungos na
producéo de lipideos para diversos fins (biodiesel, acidos graxos, bio-6leo) e de
SCO (single cell oil) (ABU-ELREESH et al., 2013; NANGUL et al., 2013; ABU-
ELREESH; ABD-EL-HALEEM, 2014; BABU et al., 2014; BHANJA et al., 2014
LOPES, 2017).

Acidos graxos produzidos através de 6leos vegetais e animais servem
como a mateéria-prima para inumeras aplicagcdes como a producédo de biodiesel,
agentes tensoativos, solventes e lubrificantes (XIN; YANG; XU; ZHANG; NIE;
XIAN; 2009). O aumento da demanda e oferta limitada destes Oleos tem
resultado numa competicdo com os alimentos, precos elevados, questionaveis
praticas de uso da terra e as preocupa¢bes ambientais associados a sua
producdo. Uma rota alternativa promissora de producao desses combustiveis e
produtos quimicos € a utilizacdo de micro-organismos na conversdo microbiana
de matérias-primas renovaveis, como a biomassa derivada de carboidrato, ou
como produtores de biomassa para producdo de bio-energia. Como fonte de
energia renovavel, a biomassa pode ser utilizada diretamente, ou indiretamente
convertida em outro tipo de produto energético, tais como biocombustivel
(MENG et al., 2009; SARRIS et al., 2017).

3.3CAATINGA

A Caatinga localiza-se no semiarido nordestino brasileiro, possuindo
uma vegetacao tipica a regido. E um ecossistema que exibe espécies vegatais
com caracteristicas anatdomicas, morfologicas e funcionais adaptados a
sobreviver sob diversas adversas de solo e clima, caracteristicos desta
fisionomia (PEREIRA JUNIOR et al., 2012; MARANGON et al., 2017).
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Cerca de 11% do territério nacional corresponde a Caatinga, e € a
vegetacdo predominante do Nordeste do Brasil, cobrindo 55% dos 1.548.672
km2 da area total (SCHISTEK, 2012). Este bioma envolve areas dos Estados
do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Piaui, Bahia e Minas Gerais (ANDRADE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2014)
(Figura 1).

Figura 1 — Regido da Caatinga do Brasil
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Fonte: Biomas Brasileiros, 2015.

Essa regido apresenta uma vegetacdo xerofitica distribuida de forma
irregular, com areas apresentando solo quase descoberto e rios intermitentes
sazonarios, fortementes vinculados aos atributos de um clima arido, dotado de
longa estacdo seca e falta de regularidade pluviométrica, envolvendo
precipitacdes anuais que variam de 260 a 800 mm (OLIVEIRA et al., 2014).

Apenas 47% da vegetacdo natural da Caatinga foram mantidas. E
devido aos fatores naturais e antropogénicos, ela é classificada como um
ecossistema fragil e sujeito a desertificacdo. Apesar da importancia biolégica, a
diversidade microbiana dos solos da Caatinga ainda é pouco conhecida, porém
devido as condi¢cbes climaticas severas, como alta temperatura, elevada
exposicdo UV, e longos periodos de seca, podem induzir o aparecimento de
micro-organismos com composicao taxondmica e funcional bastante
caracteristica em relacao a outros biomas (MENEZES et al., 2012; PACCHIONI
et al., 2014).
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O solo armazena organismos vivos e proporciona altas taxas
metabdlicas que ocorrem em seu interior, por existirem raizes e decomposicéo
da matéria organica. E nesta regido, a da rizosfera, onde existe maior atividade
microbiana, em razdo da presenca de exsudatos e secrec¢des radiculares, que
representam a maior parte do carbono disponivel para 0s micro-organismos.
Sem a influéncia das raizes e da atividade da biota que funcionam de forma
simbidtica, o solo pode ser considerado oligotroficos ou relativamente pobre em
fontes de carbono disponiveis (ARAUJO, MONTEIRO, 2007; DE BARROS,
2012).

A reciclagem de nutrientes acumulados na superficie do solo
desempenha um importante papel para obtencdo de micro-organismos como,
por exemplo, os fungos conidiais, que sdo o6timos decompositores deste
ambiente. Apesar das condi¢cdes extremas, estudos comprovam que a
Caatinga é rica em espécies animais e vegetais, embora apresente condi¢cdes
de solo bastante alterado pela perturbacdo e degradacdo ambiental causada
pelo uso irracional dos recursos naturais o que tem levado a rapida perda de
espécies e de processos ecologicos importantes para a manutengdo dos seus
ecossistemas (GIONGO et al., 2012; MELLO et al., 2012).

Em um estudo sobre a diversidade de fungos no semi-arido brasileiro, foi
possivel apresentar uma listagem com 451 espécies distribuidas entre os Filos
Ascomycota, Basidiomycota, Oomycota, Zygomycota e os fungos conidiais,
sendo estes representados por 198 espécies (MAIA et al.; 2002; SANTA
IZABEL et al., 2011).

3.4Biocombustiveis

Devido a globalizacédo e a crescente demanda por energia, a escassez
torna-se um grande problema em todo mundo. E possivel que o crescimento da
producdo de petrdleo e gas, que sdo de facil acesso, ndo conseguird atender a
populacdo dos anos de 2040-2050, considerando que o nivel da demanda de
petréleo vai aumentar de 85 milhdes de barris por dia, de 2008 para 105

milhdes de barris por dia em 2030 e, além do que, o0 nimero de veiculos tende
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a aumentar para 1,3 bilhdes em 2030 e para 2 bilhdes em 2050 (BAEYENS et
al., 2015).

Os biocombustiveis surgiram como alternativa de substituicdo, parcial ou
totalmente, combustiveis provenientes de petrdleo e gas natural nos motores a
combustéo, ou nos demais tipos de geracdo de energia, pois 0S mesmos Sao
oriundos de biomassa renovavel. Os efeitos positivos, da producdo de
biocombustiveis, surgem da necessidade de utilizacdo de uma das mais
significativas fontes de energia sustentavel, atendendo assim, trés importantes
politicas de desenvolvimento: o desenvolvimento econbémico, a seguranca

energética mundial e a protecdo ambiental (BAUTISTA et al., 2016).

A diminuicdo da disponibilidade dos combustiveis fésseis e os danos
ambientais oriundos da emissdo de gases de didéxido de carbono e outros
gases de efeito estufa sdo algumas das problematicas preocupantes que vem
crescendo cada dia mais. E caracteristica dos biocombustiveis, ter baixa
toxicidade, ser biodegradaveis, renovaveis e capazes de reduzirem as
emissdes de gases danosos ao mundo. Por consequéncia disso, estdo sendo
realizadas novas pesquisas, voltadas ao desenvolvimento de uma melhor
producdo de biocombustiveis provenientes de recursos renovaveis (PALUDO,
2014; OLIVEIRA; BATISTA, 2015).

3.4.1 Biocombustiveis no Brasil

Com o surgimento do Programa Nacional do Alcool — Proalcool,
originou-se no Brasil a producdo de biocombustiveis, anos depois em meio a
deplecdo do petréleo na década de 70, foi originado o Programa de Produc¢éo
de Oleos Vegetais para Fins Energéticos — Pro-6leo (RICO; SAUER, 2015).

No Brasil os principais biocombustiveis liquidos utilizados, sdo o etanol
proveniente da cana-de-acucar, e o biodiesel, produzido a partir de gorduras
animais ou de 6leos vegetais e adicionado ao diesel de petroleo em proporgdes
variaveis (ANP, 2015).

O Ministério do Desenvolvimento Agrario (MDA) criou em 2004, o

Programa Nacional de Producédo e Uso do Biodiesel, o PNPB. Programa que
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visa promover o desenvolvimento econémico e sustentavel do pais, através da
introduc&o do biodiesel na economia brasileira (MDA, 2016a). Visando ainda, a
valorizagdo da agricultura familiar e o estimulo aos produtores de
biocombustiveis a adotar a producdo de biodiesel, foi criado o Selo
Combustivel Social, por meio da compra de matéria-prima e da disponibilizacéo
de treinamento adequado aos agricultores envolvidos, por exemplo. E em
troca, o MDE fornece algumas vantagens aos produtores de biodiesel, variando
desde a facilitacdo a obtencédo de financiamento até a reducdo dos valores de

impostos cobrados aos mesmos, pelo governo (MDA, 2016b).

Desde 1° de novembro de 2014, a producdo de biodiesel no Brasil, é
considerada area prioritaria para o desenvolvimento do pais. O Conselho
Nacional de Politica Energética (CNPE) estabeleceu uma regra que aumentou,
de 5% para 8% o percentual de adicdo de biodiesel ao diesel, demonstrando
assim, o sucesso do Programa Nacional de Producédo e Uso do Biodiesel (ANP,
2015).

3.4.2 Biodiesel

O Brasil se destaca como maior produtor de biodiesel proveniente da
capacidade de producdo de uma gama producdo de grdos dos quais os 0Oleos
vegetais sao extraidos. O (PNPB) — Programa Nacional de Uso de e Producéo
de Biodiesel € uma iniciativa inovadora, que surgiu com o intuito de promover e
fomentar a producdo desse biocombustivel no Brasil, a fim de se obter uma
energia mais limpa e renovavel, além de promover e aumentar a renda no
campo (DINIZ, 2013).

Segundo o PNPB, o biodiesel € definido como um “biocombustivel
derivado de fontes renovaveis para uso em motores de combustao interna com
ignicdo ou para geracao de outro tipo de energia que possa substituir parcial ou
totalmente os combustiveis fosseis” (LOURINHO; BRITO, 2015).

Segundo ADEWALE; DUMONTN; NGADI, 2015, o biodiesel também é

definido como uma mistura de ésteres alquilicos de acidos graxos, oriundo da
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transesterificacdo de Oleos vegetais ou gorduras animais com alcoois de cadeia

curta, dando origem ao glicerol como coproduto.

O biodiesel possui diversas vantagens quando comparado ao diesel
proveniente do petroleo. Segundo estudos da National Biodiesel Board
(associacdo que representa a industria de biodiesel nos Estados Unidos)
demonstraram que a queima do biodiesel pode emitir em média 48% menos
monoxido de carbono; 47% menos material particulado (que penetra nos
pulmdes); 67% menos hidrocarbonetos. Destacando o biodiesel, por se tratar
de um biocombustivel renovavel, considerado como um grande avanco na
tentativa de substituir o 6leo diesel, por biomassa renovavel (LI et al., 2012;
SOLOMON et al., 2014; ANP, 2015).

O biodiesel é renovavel, biodegradavel, possui propriedades similares ao
disesel, incluindo uma maior eficiéncia de combustéo, e apresenta um perfil de
menor emissdo de gases de efeito estufa, enxofre e material particulado
durante a combustdo (LEUNG et al., 2010; CHRISTOPHER et al., 2014).

Houve um aumento da producgéo de biodiesel no Brasil, proveniente dos
diversos incentivos governamentais e da crescente importancia do consumo do
biodiesel, em 2010 o Brasil alcangou um lugar de destaque na producdo de
biodiesel, tornando-se o segundo maior produtor mundial com 2,4 mil m3, atras
apenas da Alemanha, que teve uma producdo de 2,7 mil m3. J4& em 2011, o
Brasil caiu uma posicdo, ficando atras dos Estados Unidos e Alemanha
(OECD/FAO, 2011).

Em 2014, os Estados Unidos foram o maior produtor mundial de
biocombustiveis, com 59,0 milhdes de m3 (54,3 milhdes de m3 de etanol e 4,7
milhdes de m3 de biodiesel). O Brasil ficou na segunda posi¢cdo, produzindo
29,9 milhdes de m3 (26,5 milhdes de m3 de etanol e 3,4 milhdes de m3 de
biodiesel). A producdo mundial de biocombustiveis foi de 123,7 milhdes de m3
(94,0 milhGes de m3 de etanol e 29,7 milhdes de m? de biodiesel) (MME, 2015).

Uma eficiente alternativa que vem sendo bastante pesquisada € a
producdo de moléculas com caracteristicas eficientes para a producdo de
biocombustiveis. Os  micro-organismos sdo capazes de produzir

biocombustiveis tais como o bioetanol, biodiesel, e biogas, que vem sendo
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bastante utilizados no cenario mundial. Devido a ser uma energia vantajosa,
nao provocar impactos ambientais e nado produzir materiais perigosos,

caracterizando-se como um processo limpo (ANTUNES; SILVA, 2011).
3.5 Acidos graxos polinsaturados (pufa) dmegas 3 e 6

A capacidade de producdo de &cidos graxos essenciais da familia
omega 3 por fungos € de grande interesse cientifico, uma vez que estes
microrganismos sao capazes de se desenvolver em condi¢cdes variadas,
apresentando-se como alternativa viavel para a producdo dos mesmos. Os
referidos acidos graxos sdo de grande importancia na alimentacdo humana,
devido seus efeitos benéficos ao organismo, como, por exemplo, a redu¢cao no
desenvolvimento de problemas cardiovasculares e de outras doencas cronico-
degenerativas. Atualmente, a principal fonte alimentar de acidos graxos 6mega
3 € a ingestdo de pescados marinhos, mas existem algumas preocupacgdes
sobre os riscos potenciais para a saude, incluindo contaminantes ambientais,
tais como alguns metais, além de questdes ecoldgicas relacionadas com a
extincdo de algumas espécies (FRANCISCO et al., 2017).

As investigacdes cientificas tém comprovado que as dietas com
quantidades adequadas de AGPI n-3 e AGPI n-6 exercem papel importante na
prevencao de doencas cardiovasculares e aterosclerose, doencas inflamatorias
cronicas, no crescimento fetal e desenvolvimento neural, obstrucdo da
vasoconstricAo e agregacdo plaquetdria, acdo anti-inflamatéria e
antitrombdtica, acdo sobre a prevencdo do cancer, e cooperacdo nas funcoes
imunomoduladoras. Pequenas concentracbes ou auséncia desses
componentes, aumentam a probabilidade de desenvolvimento de varias
doencas degenerativas e cardiovasculares, e aceleram o processo de
envelhecimento (PERINI, et al., 2010).

Entre os varios beneficios destes compostos incluem também a
prevencdo de doencas cardiovasculares, doencas infecciosas e alteracoes
imunoldgicas. Os acidos graxos poli-insaturados se destacam também por
serem responsaveis pela neuroprotecdo e neurodesenvolvimento fetal
(CORTES et al., 2013).
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Nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, 0s principais
responsaveis pelas mortes de jovens e adultos sdo as doencas cronicas,
incluindo doencgas cardiovasculares. Embora tenha havido uma diminuigéo da
mortalidade relacionada com essas doencas ao longo dos anos, no Brasil as
doencas cardiovasculares foram as causas mais comuns de morte em 2011
(VILLELA et al., 2014; FARIAS, 2014).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), 29% das
mortes no Brasil sdo causadas por doencgas cardiovasculares. Embora que os
dados finais ndo tenham sido finalizados, as mortes estimadas em 2015 ja
atingem 346.896. Ja nos primeiros dias de 2016, mais de 10.000 pessoas
morreram no pais devido a doencas cardiovasculares, com perspectiva de
morte de 350.000 brasileiros durante o ano (SBC, 2016).

Dentre os acidos graxos poli-insaturados, os AGPI dmega-3 (AGPI n-3)
e AGPI 6mega-6 (AGPI n-6) sédo evidenciados por fornecerem efeitos benéficos
a saude humana. Em experimentos com animais, os camundongos (Mus
musculus) vém sendo utilizados nestes estudos, devido a sua semelhanca com
humanos e por gerarem informacées do organismo como um todo. A
manipulacdo destes AGPI na dieta fornece dados para se verificar a
incorporacao e sintese dos mesmos nos tecidos (PERINI, et al., 2010).

Os acidos graxos poli-insaturados n-3 e n-6 possuem varios efeitos
sobre a resposta imune e inflamatoria. O balanco na ingestédo destes AG, e por
consequéncia a incorporagdo dos acidos graxos poli-insaturados na membrana
das células imunes, é significativo para determinar a gravidade do processo
inflamatorio. Os acidos graxos poli-insaturados n-3 possuem efeitos
supressores, como producao de anticorpos e citocinas, inibicdo da proliferagéo
de linfécitos, expressédo de moléculas de adeséao e ativacao das células Natural
Killers (NK). Todavia, os acidos graxos poli-insaturados n-6 apresentam ambos
os efeitos, tanto inibitério quanto estimulatério da resposta imune (ANDRADE,
CARMO, 2006; CALDER et al., 2009).
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3.6 MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos apresentam uma grande diversidade por
habitarem diversos ambientes (dgua, solo e agua). O Reino Fungi comporta
mais de 100.000 espécies descritas na literatura (MALAJOVICH, 2012).

Os fungos séo seres eucarioticos, isto €, apresentam uma membrana
nuclear que envolve os cromossomos e o nucléolo; sao classificados como
seres heterotréficos por ndo possuirem pigmentos fotossintéticos, capazes de
absorver energia luminosa e utiliza-la para sintese de compostos organicos, e
aproveitarem a energia contida nas ligagées quimicas de varios nutrientes por
absorcao, que possuem parede celular constituida por quitina e B-glucano,
apresentam material de reserva energética na forma de glicogénio ou lipideos,
podem ser unicelulares e/ou multicelulares, microscépicos e/ou macroscopicos,
com reproducéo assexuada e/ou sexuada, resultando na formacéo de esporos
(SIDRIM et al., 2004; SILVEIRA, 2013).

Os micro-organismos oriundos do solo sédo classificados em cinco
grandes grupos: actinomicetos, bactérias, algas, protozoarios e fungos, porém
cerca de 90% da atividade microbiana do solo sdo oriundas dos fungos e
bactérias (ANDREOLA, FERNANDES, 2007; LOPES, 2016).

Especificamente os fungos, sdo encontrados em comunidades em maior
guantidade no solo (ALEXOPOULOS et al., 1996; LOPES, 2016). Os fungos
por serem em sua maioria microscopicos e habitarem em diversos substratos
ainda séo praticamente desconhecidos. Dados descrevem que menos de 5%,
das 1.500.000 espécies de fungos que se supde existir, tenham sido
classificadas (HAWKSWORTH et al., 2001; LOPES, 2016).

Os Zygomycetes apresentam geralmente em suas estruturas hifas
cenociticas, com a presenca de septos apenas na base das estruturas
reprodutivas, podendo também apresentar septos espacados de forma
irregular, a reproducdo assexuada é realizada através de esporos ndo moveis
formados por um esporangio sobre um esporangidésporo, enquanto a

reproducdo sexuada é por fusdo de gametangios formados nas extremidades
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de hifas aéreas, zigéforos, dando origem a esporos dormentes, zigdsporos
(MOREIRA 2006; LOPES, 2016).

Nessa classe encontram-se distribuidas sete ordens, trinta e duas
familias e cento e trinta géneros, com aproximadamente novecentas espécies.
A ordem Mucorales possui 0 maior numero de espécies (cerca de trezentas). O
género Cunninghamella, apresentando dez espécies, entre elas trés principais:
C. elegans, C. echinulata e C. bertholletiae encontram-se entre os fungos
dessa ordem (HIBBETT et al., 2011; LOPES, 2016).

Micro-organismos que acumulam intracelularmente lipideos na forma de
glébulos discretos, estando estes em teores acima de 20%, sdo considerados
pertencentes ao conjunto de espécies de micro-organismos oleaginosos
(MORETON, 1988; GARAY et al., 2016).

3.6.1 Micro-organismos de interesse industrial

Embora estejam frequentemente associados a processos de
deterioragdo ou patolégicos, os micro-organismos possuem habilidades na
producdo de substancias quimicas (bioativos) com numerosas aplicacdes em
diversos setores: industria do meio ambiente, da agricultura, farmacéutica,
dentre outras, tornando esses agentes de grande importancia para a industria
e, especialmente, para a Biotecnologia (CONTI;: GUIMARAES; PUPO, 2012;
LIMA; ALMEIDA; MATOS, 2016).

Estima-se que apenas 1% dos micro-organismos € estudado, em virtude
da dificuldade de cultiva-los utilizando técnicas comuns de laboratério. Porém,
existem diversos bioprodutos oriundos de micro-organismos passiveis de
serem cultivados. Aditivamente, grande parte do mundo microbiano, ainda é
inexplorado, possuindo habilidade de ser estudado para a descoberta de novos
bioprodutos de interesse industrial (CRAGG, NEWMAN, 2013).

O Brasil é pais considerado privilegiado, devido a sua
megabiodiversidade, sendo fonte imensuravel para a producdo de novas
moléculas com diferentes aplicabilidades para o desenvolvimento de

cosmeéticos, biocombustiveis, alimentos, defensivos agricolas, novos farmacos,
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etc. Todavia, as estatisticas demonstram que € pouca explorada a
transformacdo dos ativos naturais em ativos intangiveis empregando a
biotecnologia, mesmo com o0s avancos demosntrados pela literatura
(ZUCOLOTTO,; FREITAS, 2013; ROCHA et. al, 2016).

Considerados como as entidades bidticas mais numerosas e antigas, 0s
micro-organismos colonizaram varios nichos do planeta com sucesso
(OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTIGARBOGGINI, 2006; LIMA; ALMEIDA,;
MATOS, 2016), todavia, as informacdes obtidas acerca da dinamica das
comunidades destes seres presentes em amostras ambientais ainda s&o
escassas. Dados demonstram que menos de 1% e no maximo 10% das
espécies microbianas existentes em amostras naturais foram classificadas
(ZILLI et al., 2003; LIMA; ALMEIDA; MATOS, 2016).

A medida que novas aplicacdes biotecnoldgicas e produtos oriundos do
uso de micro-organismos entram no mercado, € provavel que afete nossas
vidas e bem-estar de maneira imaginavel. O interesse pela utilizacao de fontes
renovaveis de energia, como o higrogénio e o etanol, surgiu como alternativa
para suprir a escassez de energia fossil. Podemos constatar que o uso de
micro-organismos tem sido extremamente Gtil para a humanidade e continuara
sendo parte essencial de muitas tecnologias de processamento de alimento
(TORTORA, CASE, FUNKE, 2016).

Diversos estudos tém sido frequentemente realizados com o objetivo de
producdo de biocompostos aplicaveis em diversos setores industriais. A partir
disto, sdo crescentes os estudos visando a producéo de lipideos, a partir de
células microbianas, salientando o uso de fungos filamentosos, uma vez que
existe uma grande diversificacdo de produtos e rendimentos econdmicos
consideravelmente altos oriundos dos mesmos (SOARES et al., 2010; COLLA
et al., 2014).

3.6.2 Micro-organismos produtores de lipideos

Segundo Vicente e colaboradores (2009) sao caracterizados como
espécies oleaginosas, as capazes de produzir e acumular mais de 20-25% de

lipideos, e a maioria desses 6leos produzidos por esses micro-organismos
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encontram-se na forma de triglicerideos, principal componente do Oleo vegetal.
Portanto, esses lipideos provenientes de espécies oleaginosas podem ser
usados como matéria-prima para a producdo de biodiesel, utilizando a reacéo
de transesterificacdo em que o triglicerideo reage com metanol na presenca de
um catalisador acido (HCl ou H,SO4) ou basico (NaOH ou KOH) para a
producdo de eésteres metilicos de acidos graxos e glicerol (EMAGS)
(THLIVEROS et al., 2014; OLIVEIRA; BATISTA, 2015).

Alguns micro-organismos transformam carboidratos e outros nutrientes
em lipideos e acumulam no interior das células. A maioria dos micro-
organismos oleaginosos utiliza glicose como substrato para producdo de
lipideos (LI et al., 2012). Dependendo do micro-organismo e das condi¢des de
cultura utilizada, o teor da composi¢cdo dos lipideos acumulados sdo bem
distintos (RATLEDGE, 1996, 2002; LI; ZHAO; BAI, 2007; MENG et al., 2009; LI
et al., 2012).

Os lipideos em micro-organismos oleaginosos podem decorrer de trés
diferentes fontes, podendo ser externas quando estes sdo complementados no
meio de cultura e transportados ao interior da célula, condensados pela via
endogena na qual fosfolipideos ou glico/lipoproteinas sédo rompidos, ou pela
sintese biolégica de novos triglicerideos (TEHLIVETS et al., 2007).

Segundo VOET; VOET; PRATT, os acidos graxos classificam-se como
sendo saturados ou insaturados, podendo conter uma ou mais dupla ligacdes.
Em geral, os acidos graxos apresentam numero par de atomos de carbono. Na
nomenclatura comum, o atomo de carbono adjacente ao carbono carboxilico €

denominado a, e os carbonos seguintes sdo nomeados f3, y, O, etc. (Figura 2).

Segundo MOTTA, 2004, a maioria dos acidos graxos é sintetizada pelo
homem, exceto acido linoléico e o acido linolénico, denominados acidos graxos
esséncias e sdo obtidos da dieta. Os acidos graxos essenciais S0 precursores
para a biossintese de varios metabdlitos importantes. Dietas pobres em acidos
graxos podem ocasionar dermatites, demora na cura de ferimentos, reducao na

resisténcia a infeccdes, alopecia e trombocitopenia.
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Figura 2 - Estrutura dos acidos graxos

Acido graxo SATURADOD acido graxgo INSATURADO
H H H H H H H H
| | | I | | I I
—LG —C —C —C —... cer =—C —C = C —C —...
| | I | | | |
H H H H H H H

Fonte: Revista Analytica, BUITRON, n° 08.

Lipideos de origem microbiana sdo potencialmente comercializiveis.
Gracas a grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados (PUFA), os SCO
gerados por fungos e algas sao utilizados como nutracéuticos, farmacéuticos e
como racao para aquicultura (RATLEDGE, 1993). Grande avanco foi alcancado
em quanto a aplicacdo dos SCO de leveduras na industria oleoquimica e
particularmente na producdo de biodiesel, gracas a semelhanca quimica com
0os Oleos vegetais (XUE et al., 2006; DAI et al.,, 2007; LIU; ZHAO, 2007;
ANGERBAUER et al., 2008; XIONG et al., 2008; ZHAO et al., 2008).

3.6.3 Mucorales

Mucorales é uma a Ordem de fungos mais estudados, englobando

fisiologia, bioquimica, taxonomia e potenciais aplica¢cdes em industria.

Os fungos filamentosos da ordem Mucorales, como Mortierella sp.,
Cunninghamella echinulata, Mucor rouxii, M. circinelloides, M. hiemalis, s&o
mais intensamente estudados para a producdo de acidos graxos
poliinsaturados. Os fungos filamentosos Mortierella sp. e C. echinulata, sédo
conhecidos por acumularem naturalmente elevadas concentracdes de lipideos
(AHMED et al., 2006; JEENNOR et al., 2006; CERTIK et al., 2006).

3.6.4. Género Cunninghamella

Cunninghamella € um género de fungo filamentoso, estabelecido por

Matruchot em 1903, da familia Cunninghamellaceae, e um dos mais comuns da
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Ordem Mucorales, encontrado em solos, plantas e outros substratos organicos,
especialmente em areas mediterraneas e subtropicais. Suas colbnias
apresentam crescimento rapido, micélio algodonoso e variacdo de cor entre
branco, cinza e marrom (MARINHO, 2004; ASHA; VIDYAVATHI, 2009;
AMADIO; GORDON 2010).

O género Cunninghamella tem sido extensivamente estudado, sendo
submetido a reacdes de biotransformacdo e sendo descrito como uma
importante ferramenta para a obtencdo de compostos com atividade
farmacoldgica melhorada e uma alternativa a obtencédo e isolamento desses
compostos a partir de administracdo em animais e as condi¢des, muitas vezes,
hostis e/ou invidveis da sintese quimica (AMADIO; GORDON et al., 2010;
LUSTOSA; MENEGATTI et al., 2012; PALUDO; SILVA-JUNIOR et al., 2013).

Estudos realizados revelaram que uma quantidade elevada de lipideos
poderia ser acumulada pelas espécies de Cunninghamella, dependendo dos
meétodos de fermentacdo e das condi¢cdes de cultura (FAKAS et al., 2007;
FAKAS et al., 2009).

3.6.4.1 Cunninghamella echinulata

O fungo Cunninghamella echinulata possui colénias em cor creme palido a
castanho claro e algoddo; seus esporoforos apresentam ramos primarios
monopodiais, pseudoverticilados, raramente verticilados, também possui
ramificacdes longas e curtas que podem surgir do mesmo esporoéforo, podendo

formar ramos Unicos ou com varias ramificacdes (SILVA et al., 2014) (Figura 3).

A estrutura da parede celular fangica e sua sensibilidade a degradacédo
enzimatica sdo fortemente influenciadas pela idade dos micélios e as
condi¢gbes de cultivo (DIAZ-JIMENEZ 2012; BRZEZINSKA-RODAK, KLIMEK-
OCHAB, ZYMANCZYK-DUDA, 2016).

Figura 3— Caracteristicas microscopicas e macroscopicas de Cunninghamella
echinulata isolada do solo da Caatinga, no Nordeste do Brasil. Fotografias de
microscopia Optica (A) e crescimento em agar Sabouraurd dextrose (B).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X15000455#b0035
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X15000455#b0040
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Fonte: SILVA et al., 2014.
A Cunninghamella echinulata também é conhecida por produzir acido y-

linolénico, que é utilizado como um agente anticancerigeno (FAKAS et al.,
2007; BRZEZINSKA-RODAK, KLIMEK-OCHAB, ZYMANCZYK-DUDA, 2016).

Possuindo também grande importancia na area médica e servindo como
um organismo modelo para varios estudos, incluindo Monensina A (um
composto com atividade antibacteriana ou bacteriostatica), metabolizada pelos
hepatocitos de mamiferos (ASHA; VIDYAVATHI, 2009; PEKALA et al., 2012;
BRZEZINSKA-RODAK, KLIMEK-OCHAB, ZYMANCZYK-DUDA, 2016).

3.7Fontes alternativas para producéo de lipideos

Um dos grandes desafios da atualidade € a procura por um
gerenciamento adequado dos residuos solidos. Devido ao crescimento da
populacdo e os recentes padres de consumo, cada vez mais enfaticos,
observou-se um aumento da producdo dos sistemas agroindustriais e
agropecuarios. Uma enorme quantidade de residuos € gerada em decorréncia
do aumento desacerbado da produtividade, acarretando em sérios danos
ambientais, quando disponibilizados inadequadamente, criando danos
desastrosos de ordem econbmica, social e ambiental (VERAS; POVINELLI,
2004; MORALES et al., 2013).

Embora possua relevante teor de nutrientes, a composi¢cdo quimica da
grande maioria dos residuos ndo é equilibrada. Atualmente a ciéncia e a
tecnologia concentram-se especialmente nos 5% da producdo anual de

residuos que podem ser utilizados como fonte de nutrientes apos serem
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processados de forma basica. Porém os outros 95% demandam técnicas de
processamentos mais complexos (quimico, fisico ou biotecnoldgico),
precedentes a utilizacdo como racdes para animais ou alimentos. Entre os
95%, os residuos organicos sdo os que podem ser facilmente convertidos em
alimentos (IYAYIl; ADEROLU, 2004; ALTIERI, 2012).

Dentre as alternativas existentes a fim de diminuir estes custos, esta o
emprego de residuos agroindustriais, geralmente descartados pela industria, o
qual se mostra uma fonte riquissima de substratos para aplicacdo neste
processo (STROPARO et al., 2012).

Segundo a literatura, a producdo de lipideos pode ser realizada por
intermédio da producédo de biomassa fungica, apds crescimento em residuos
agroindustriais (DE PARIS et al., 2010; ZEN et al., 2014). A maioria dos micro-
organismos oleaginosos utiliza glicose como substrato para producdo de
lipideos (LI et al., 2012).

As atividades de valorizacdo de residuos como alternativa para o
aproveitamento em diversos setores industriais sao incentivadas, contribuindo
para minimizar a poluicAo ambiental e permitir a utilidade econémica desses
materiais (FERNANDES et al, 2008).

3.7.1 Melaco de cana de agucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma cultura fortemente difundida
no Brasil (FARIA, 1993; SANTOS, 2006), utilizada industrialmente para
producado de acgucar e alcool (SANTOS, 2006).

As industrias de acgUcar e etanol sdo responséveis por mais de 90% do
mercado mundial de etanol, caracterizando como sendo o maior programa de
combustivel renovavel do mundo e com uma estimativa de 50% do acucar
(MELO; SAMPAIO, 2016).

No cenério econdbmico mundial a cultura de cana-de-agucar assume
grande posicao, decorrente da importancia que seus produtos e subprodutos
representam para a populacdo. Dentre os principais produtos e subprodutos
economicamente importantes estdo o melaco, agucar, agua-ardente, etanol,
vinhaca e o bagaco (LOPES; DINARDO-MIRANDA; BUSOLI, 2011).

O melacgo é o subproduto da industria agucareira e € considerado como

uma das matérias-primas mais promissoras na producdo de bioprodutos.
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Obtido durante a refinacdo de cana, também € um lixo organico importante
devido ao seu elevado teor de acucar (55%) e alto volume de producdo. A
disponibilidade e custo de melagco de cana tornam uma matéria-prima atraente
para uso em muitos paises (BAGY et al., 2014) (Foto 4).

Para que ocorra o crescimento e desenvolvimento de qualquer tipo de
micro-organismo € essencial que o substrato preencha as necessidades
nutricionais do mesmo e que seja economicamente viavel. O melaco de cana-
de-aclcar, subproduto da industria de agucareira, possui na sua Composi¢ao
uma enorme quantidade de aclcares fermentesciveis, classificando o mesmo
como um residuo de baixo custo, facil manipulacdo, com grande potencial e
muitas aplicacbes em diversos setores industriais (LIMA, 1987; VALDUGA et
al., 2007).

Em virtude da sua composicdo, Tabela 1, o melaco é utilizado
fundamentalmente como fonte de carbono e energia, sendo necessario
suplementa-lo com nitrogénio e alguns minerais, especialmente fosforo e
magnésio (DIEZ; YOKOYA, 1996, FELTRIN et al., 2000).

Tabela 1 - Composicao fisico-quimica do melago-de-cana-de-agucar bruto.

Composicao Concentracéao (g %)

Nitrogénio 0,58
Fosforo 0,015
Potéassio 1,63
Umidade 9,10
Cinzas 9,98
Glicideos redutores em glicose 14,72

Glicideos néo redutores em sacarose 33,78

Fonte: FELTRIN et al., 2000.

3.7.2. Milhocina

A milhocina € um subproduto da producdo de amido de milho, que
apresenta grande quantidade de nitrogénio, aminoacidos entre outros
nutrientes, industrialmente, o milho seco € macerado em uma solucéo de &cido
sulfdrico a quente; a fragéo soluvel sofre uma suave fermentagéo lactica natural

que ocorre devido a presenca de bactérias na solucao, e é, entdo, submetida a
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uma operacao de evaporacdo, na qual a milhocina é concentrada. A milhocina
é utilizada principalmente como suplemento alimentar na fabricacdo de racéo
de ruminantes, fonte de nutrientes para aves, na confeccao de iscas atrativas
de moscas das frutas e fontes de nutrientes para micro-organismos em
processo de fermentacdo industrial, visando a producédo de subprodutos de
importancia comercial (AMARTEY; LEUNG, 2000; FONTES et al., 2008).
(Figura 5).

Além disso, a milhocina apresenta composicdo rica em nutrientes,
principalmente aminoacidos e polipeptideos, os quais sdo excelentes fontes de
nitrogénio para 0S mMicro-organismos e possui menos custo em comparacao
com outras fontes tradicionais de nitrogénio como a peptona e o extrato de
levedura. Além disso, estdo presentes também vitaminas do complexo B e
varios minerais como calcio, ferro, magnésio, manganés, fosforo, potassio,
enxofre, zinco, entre outros (SANTOS, 2010).
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PRODUCAO SIMULTANEA DE BIOMASSA E LIPIDEOS UTILIZANDO
MEIOS CONTENDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS POR Mucor
subtilissimus (UCP/WFCC 1262), Cunninghamella echinulata (UCP/WFCC 1299)
E Rhizopus microsporus (UCP/WFCC 1304) ISOLADOS DO SOLO DA
CAATINGA DE PERNAMBUCO
Miller da Costa Limat Tayane de Cassia Dias Mendes Silva3 Adriana Ferreira de Souzaz Marcos
Antonio Cavalcanti Luna? Rosileide Fontenele Silva Andrade! Carlos Alberto Alves da Silvat
Kaoru Okada!

1 UNICAP — Universidade Catolica de Pernambuco 2 UFRPE — Universidade Federal Rural de
Pernambuco 3 UFPE — Universidade Federal de Pernambuco
Resumo: A producéo de lipideos microbianos oferece vantagens em relacdo aos vegetais e
animais, apresentando rapida geracdo, ndo necessitando de grandes areas de terra aravel e
tendo melhor controle da produgdo e do produto. Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi
realizar uma selecdo de fungos Mucorales (Mucor subtilissimus UCP/WFCC 1262,
Cunninghamella echinulata UCP/WFCC 1299 e Rhizopus microsporus UCP/WFCC 1304),
isolados do solo da Caatinga de Pernambuco em meio contendo residuos agroindustriais na
producdo de lipideos. O cultivo foi realizado utilizando diferentes concentra¢es de melaco de
cana de agucar, milhocina e pH. A linhagem C. echinulata demonstrou elevado potencial de
producdo de biomassa e lipideos em diferentes niveis, a partir do meio selecionado, utilizando
planejamento fatorial 23. Os rendimentos das biomassas foram calculados por gravimetria, 0s
lipideos totais quantifidados apds extracdo por cloroformio e metanol e a identificacdo dos
acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa (GC). Adicionalmente, um estudo
histoquimico foi realizado com o fungo selecionado. Os resultados obtidos demonstraram que
Cunninghamella echinulata foi o micro-organismo selecionado devido a elevada producio
simultanea de biomassa (9,05g/L) e lipideos totais (46,96%) em meio consituido por 10% de
melago de cana de acgucar e 5% de milhocina, com o pH 6. A partir deste meio selecionado foi
realizado um planejamento fatorial 23 para cultivo com a Cunninghella echinulata visando
obter a maxima producdo de biomassa e lipideos totais. De acordo com o planejamento 0 meio
constituido por milhocina (8%), melago de cana de agucar (12%) e pH 6.0 (ensaio 4), foi obtida
a maxima concentracdo de biomassa (10,1g/L) e lipideos totais (47,86%). A partir da biomassa
de Cunninghamella echinulata cultivada no meio selecionado do planejamento fatorial foi
observado o m&ximo acumulo de lipideo no micélio, confirmando os resultados obtidos neste

estudo para a producéo de lipideos.

Palavras-Chave: 1 Biomassa, 2 Lipideos, 3 Residuos agroindustriais, 4 Mucorales.
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Abstract: The production of microbial lipids offers advantages over plants and animals,
presenting rapid generation, not requiring large areas of arable land and having better control of
production and product. In this sense, the objective of this work was to carry out a selection of
mucorial fungi (Mucor subtilissimus UCP / WFCC 1262, Cunninghamella echinulata UCP /
WFCC 1299 and Rhizopus microsporus UCP / WFCC 1304) isolated from the Caatinga soil of
Pernambuco in a medium containing agroindustrial residues. The cultivation was carried out in
different concentrations of sugar cane molasses, corncine and pH. The lineage with high
potential to produce biomass and lipids was cultivated at different levels, from the selected
medium, using factorial design 23. The biomass yields were calculated by gravimetry, the total
lipids quantified after extraction by chloroform and methanol and the identification of the fatty
acids was performed by gas chromatography (GC). In addition, a histochemical study was
performed with the selected fungus. The results showed that Cunninghamella echinulata was
the selected microorganism due to the high simultaneous production of biomass (9.05g / L) and
total lipids (46.96%) in a medium constituted by 10% sugar cane molasses and 5 % Of corncine
at pH 6. From this selected medium a factorial planning 23 was carried out for cultivation with
Cunninghamella echinulata aiming at obtaining the maximum production of biomass and total
lipids. According to the planning, corncine (8%), sugarcane molasses (12%) and pH 6.0 (test 4)
were the highest concentrations of biomass (10.1g / L) and total lipids (47.86%). From the
biomass of Cunninghamella echinulata cultivated in the selected medium of factorial planning
the maximum accumulation of lipid in the mycelium was observed, confirming the results

obtained in this study for the production of lipids.

Keywords: 1 Biomass, 2 Lipids, 3 Agroindustrial wastes, 4 Mucorales.

1 INTRODUCAO

O cultivo de micro-organismos em bioprocessos submersos ou sélidos tém a finalidade
de produzir bioprodutos aplicdveis em diversos setores industriais. Assim, os estudos com a
obtencdo de lipideos e proteinas por via microbiana vém crescendo, pela grande variedade de
produtos obtidos e elevados rendimentos econdémicos (Soares et al., 2010; Zen et al., 2014;
Reinehr, 2016).

Uma eficiente alternativa que vem sendo bastante pesquisada é a produgdo de moléculas
com caracteristicas eficientes para a producdo de biocombustiveis. Os micro-organismos sao
capazes de produzir biocombustiveis tais como o bioetanol, biodiesel, e biogas, que vem sendo
bastante utilizados no cendrio mundial. Devido a ser uma energia vantajosa, ndo provocar
impactos ambientais e ndo produzir materiais perigosos, caracterizando-se como um processo
limpo (Antunes; Silva, 2011; Oliveira; Batista, 2015).
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Assim, a producédo de biomassa fangica utilizando residuos agroindustriais como fontes
de carbono e nitrogénio, é considerada vidvel na producdo simultdnea de bioprodutos como
lipideos e enzimas (De paris et al., 2010; Zen et al., 2014).

Por sua vez, os substratos de origem agroindustrial sdo considerados promissores nos
processos fermentativos, tanto por via submerssa, como em estado solido. Portanto, os residuos
agroindustriais vém sendo empregados como fontes carbono e nitrogénio favorecendo o
crescimento microbiano e a producdo de metabdlitos secundarios (Makkar; Cameotra; Banat,
2011).

Portanto, a substituicdo de nutrientes sintéticos por fontes renovéaveis como glicerol,
melago de cana de agUlcar, Oleos pos-fritura, milhocina e materiais lignocelulésicos sdo
explorados e contribuem favoravelmente para a reducdo dos custos de producdo e a
minimizacao do descarte de residuos agroindustriais (Cerqueira et al., 2010; Imura et al., 2013).

Os lipideos microbianos sdo importantes bioprodutos de fungos, em termos de estrutura,
constituicdo da membrana, reticulo endoplasmatico e das membranas de vérias organelas;
substancias de reserva, principalmente em forma de triglicerideos. Muitos estudos tém
demonstrado a importancia de lipideos microbianos para o desenvolvimento, esporulacdo e
germinacdo e seu envolvimento em varios processos fisioldgicos (Putzke, Putzke, 2004; Pupin
et al., 2000; Gao et al, 2013).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados foram Mucor subtilissimus UCP/WFCC 1262, Cunninghamella
echinulata UCP/WFCC 1299 e Rhizopus microsporus UCP/WFCC 1304 isolados de amostras
do solo da Caatinga. As linhagens encontram-se mantidas no Banco de Culturas UCP
(Universidade Catolica de Pernambuco), registrado no World Federation for Culture Collection
(WFCC).

2.2 Residuos Agroindustriais

Os residuos utilizados foram 0 melaco de cana-de-agUcar procedente do processo de fabricacdo
de aguardente de cana de acgucar, gentilmente cedido pela Destilaria Campo Bello, (Fazenda
Montevideu, S/N, Zona Rural — Amaraji/PE) e milhocina obtida a partir do processo de
refinacdo do milho, gentilmente cedido pela industria Brasil Ingrediente Ltda, (localizada em
Cabo de Santo Agostinho - PE).
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2.3 Condic0es de cultivo

As linhagens M. subtilissimus UCP/WFCC 1262, Cunninghamella echinulata UCP/WFCC
1299 e R. microsporus UCP/WFCC 1304 foram crescidas no meio Batata Dextrose Agar (BDA)
(0,3g/L de caldo de batata, 20g/L de dextrose, 18g/L de Agar) com pH 5,5 e incubadas a 28°C,
durante 96 h. Apos esse periodo, os esporangiolos foram transferidos para agua destilada
esterelizada e em seguida, foi determinado o nimero de esporangiolos em camara de Neubauer

(10" esporos/mL). Esta suspenséo foi utilizada como indculo.
2.4 Producdo de biomassa e lipideos

A producdo de biomassa e lipideos foi realizada em frascos de Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meios constituidos por diferentes concentraces de milhocina, melago de
cana-de-acucar e diferentes pH de acordo com o0s ensaios preliminares (Tabela 1). Em todos os
ensaios foram adicionados 1% do indculo contendo 10 esporos/mL. Os frascos foram mantidos
sob agitacao orbital de 150 rpm, durante 96 h, a temperatura de 28°C. Apds este periodo, foram
filtrados para separacdo do liquido metabdlico e biomassa. O Synthetic Medium for Mucorales-

SMM _(Hesseltine e Anderson, 1957) foi utilizado como controle.

Tabela 1 - Ensaios preliminares, contendo diferentes niveis de melago de cana de acucar e

milhocina para a producdo de biomassa e lipideos

Ensaios Milhocina (%) Melaco de cana de agucar (%)
1 5 5
2 5 10
3 10 5
4 10 10

2.5 Obtencao da biomassa fungica

A massa micelial foi obtida por filtracdo (filtro com 120 mesh), lavada com agua destilada, e em
seguida, liofilizada e transferida para o dessecador até peso constante e o rendimento expresso

emg/L.
2.6 Avaliacao histoquimica através de Sudan Black

As amostras de M. subtilissimus UCP/WFCC 1262, C. echinulata UCP/WFCC 1299 e R.
microsporus UCP/WFCC 1304 foram lavadas com solugéo tampdo fosfato PBS, fixadas em
paraformaldeido (37%) por 1 h, pH 7,2. Em seguida, lavadas em tampdo fosfato (PBS) e

imersas no corante Sudan Black por 10 min, na auséncia de luz. Posteriormente, foi retirado o
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excesso do corante em alcool a 70% e com agua destilada estéril. Apds a coloracdo em Sudan
Black as amostras foram contra coradas com safranina a 0,5% por 30 seg, em seguida foi
utilizada a solucdo de PBS para a remoc¢do do excesso de safranina. Por fim as amostras foram
observadas por microscopia e os corpos lipidicos foram fotografados em lentes objetivas de até
100x.

2.7 Extracédo de lipideos totais

Os lipideos totais foram extraidos pelo método de Manocha et. al., (1980), onde utilizando 1g de
biomassa e um sistema de solventes cloroférmio:metanol (2:1; 1:1; 1:2 v/v) empregando
extracGes sucessivas. Os extratos foram obtidos por agitacdo por 15 min, posteriormente
centrifugados a 5000g, por 10 min e a biomassa submetida a uma nova extracdo. Os extratos
foram reunidos e evaporados a vicuo. Em seguida a producdo de lipideos foi calculada em
relagdo a biomassa inicial e o teor de lipideos (g L™) ou lipideos totais (%), de acordo com a

equacéo abaixo:

Rendimento Percentual Lipideos Totais (%) = massa de lipideos (g) X 100

biomassa seca(qg)
2.8 Metilacéo dos lipideos

A metilagdo dos acidos graxos foi realizada de acordo com Durham e Kloos (1978), a partir de
10 mg de biomassa seca adicionada de 3 mL da solucéo de trifluoreto de boro metanol a 14% e
3ml de hexano, sendo este Ultimo removido e evaporado em atmosfera de nitrogénio. Os &cidos

graxos convertidos em ésteres de metila foram suspensos em n-hexano.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producéo de biomassa e lipideos totais por fungos da ordem mucorales

As linhagens de Mucorales (M. subtilissimus UCP/WFCC 1262, C. echinulata UCP/WFCC
1299 e R. microsporus UCP/WFCC 1304), foram investigados quanto ao potencial na producéo
de biomassa e lipideos totais. De acordo com os resultados obtidos (tabela 2), foi possivel
concluir que a Cunninghamella echinulata UCP/WFCC 1299 demonstrou maior potencial de
producdo de biomassa (9,05g/L) e lipideos totais (46,96%) no ensaio 2, (consituido por 10% de

melaco de cana-de-agucar e 5% de milhocina, com o pH 6).
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Tabela 2 — Selecdo por (M. subtilissimus UCP/WFCC 1262, Cunninghamella echinulata
UCP/WFCC 1299 e Rhizopus microsporus UCP/WFCC 1304) com maior producdo de

biomassa e lipideos totais.

Micro-organismos Ensaios Biomassa (g/L) Lipideos totais (%)
1 0,35 ND
2 3,55 ND
M. subtilissimus
3 1,9 ND
4 1,4 ND
1 7,3 20,54
Cunninghamella 2 9,05 46,96
echinulata 3 7,8 25,64
4 5,85 8,54
1 5,6 4,5
) 2 5,75 7
R. microsporus
3 5,55 4
4 53 2

ND: Nao detectado*

3.2 Estudo histoquimico de lipideos em M. subtilissimus UCP 1262,
Cunninghamella echinulata UCP/WFCC 1299 e R. microsporus UCP 1304

utilizando o método de Sudan Black B

Burdon (1946) descreveu pela primeira vez a coloragdo de corpos lipidicos em fungos
usando o corante Sudan Black, sendo ultimamente utilizado para analisar esses compostos nas
células como uma analise qualitativa, visando investigar micro-organismos oleaginosos
(Prasanna et al., 2011; Neema et al., 2013).

De acordo com a figura 1 A, é possivel verificar que a Cunninghamella echinulata
UCP/WFCC 1299 crescida no meio contendo os substratos alternativos, milhocina e melaco de
cana-de-actcar (MCM) apresentou o maior acimulo notdvel de lipideos no micélio, verificado
pelo aparecimento da coloracdo roxa/azul escura pelo corante lipofilico Sudan Black, por outro
lado é possivel notar que a mesma crescida no meio de cultura (SMM) (Controle), houve o

acumulo de lipideos, porém em menor quantidade.
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Figura 1 - A - Estudo histoquimico do micélio da C. echinulata UCP/WFCC 1299 nos meios de
culturas (MCM) - A — (MCM) e (SMM) - B.

A partir dos resultados do teste histoquimico chegamos a conclusdo por uma avaliacdo
qualitativa que a C. echinulata UCP 1299 foi o melhor produtor de lipideos em relacdo aos
demais, tendo como a préxima etapa fazer um planejamento fatorial 232 com o mesmo para

determinar a melhor condicdo de producao, e quantificacdo dos lipideos totais.

3.3 Producdo de biomassa e lipideos totais por Cunninghamella echinulata
UCP/WFCC 1299 utilizando planejamento fatorial 23

A partir do meio selecionado (5% milhocina e 10% melago de cana-de-agUcar), (Tabela
2), foi realizado um planejamento fatoial completo 23 com variacdes das concentracbes de
milhocina, melago de cana de aclcar e pH com variavel resposta producdo de biomassa e
lipideos totais por C. echinulata UCP/WFCC 1299 (Tabela 3). Os resultados obtidos
demonstraram que a maxima producdo de biomassa (10,1g/L) e lipideos totais (47,86%) ocorreu
na condicdo 4 em meio constituido por melaco de cana de aglcar (12%), milhocina (8%) e pH
5. Os rendimentos de biomassa (6,99/L) e lipideos (25,1%) descritos por Bellou et al., (2012)
utilizando a C. echinulata ATHUM 4411 cultivada em meio contendo glicerol como fonte de

carbono foi inferiores aos obtidos no presente estudo.

Tabela 3 - Producéo de biomassa e lipideos totais por Cunninghamella echinulata UCP/WFCC
1299 em meio contendo diferentes niveis de milhocina, melaco de cana de agucar e pH, a partir

do planejamento fatorial 23

Ensaios Milhocina Melago de pH Biomassa Lipideos totais
(%) cana (%) (g/L) (%)
1 2 8 5.0 4,7 27,58

2 2 12 5.0 2,0 20,00
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3 8 8 5.0 4,1 24,70
4 8 12 5.0 10,1 47,86
5 2 8 7.0 1,7 14,82
6 2 12 7.0 2,4 27,28
7 8 8 7.0 1,3 17,40
8 8 12 7.0 2,1 19,52
9 5 10 6.0 2,6 26,08
10 5 10 6.0 2,3 18,60
11 5 10 6.0 2,7 25,54
12 5 10 6.0 4.4 23,80

3.4 Efeito da milhocina, melago de cana de agucar e pH, na producéo de biomassa
e lipideos totais por Cunninghamella echinulata UCP/WFCC 1299

O diagrama de Pareto apresentado na Figura 1, com o grau de confianca de 95%,
demonstra o efeito das concentracbes de melaco de cana-de-agUcar, milhocina e pH, assim
como suas interacdes, na produgdo de biomasssa e lipideos totais por C. echinulata UCP/WFCC
1299.

Para a producdo de biomassa, a Figura 1A demonstrou que as trés variaveis
influenciaram no aumento de producdo da biomassa, do ponto de vista estatistico. No entanto, o
pH e a associacdo entre melago de cana de agucar e milhocina foram quem mais influenciou no
aumento da producdo de biomassa. Por outro lado, a Figura 1B mostra que as trés varidveis
foram significativas para a producdo. Porém, o elevado rendimento de lipideos foi mais
significativo estatisticamente devido as concentracfes de melaco de cana de acUcar estudadas

neste trabalho.
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A Parelo Chartof Standardized Effects, Variable: Biomassa gL B Parelo Chart of Standardized Efects Variable: Lipideos (%)
2°(3:0) design, MS Pure Emor= 2166667 2°(3:0) design; MS Pure Error= 3006667

DV: Biomassa gL DV: Lipideas (%)
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103
p=;06 p=05
Standardized Efect Esomate (Absoude Vakue) Standardized Effect Esbmate (Absokte Vake)

Figura 2 - Diagrama de pareto para analise do melaco de cana de aglcar, milhocina e pH na
producdo de biomassa (A) e lipideos totais (B) por Cunninghamella echinulata UCP/WFCC
1299

Predicted Means for Variable: Biomassa g/lL
2**(3-0) design; MS Pure Error= 2166667
Model includes: Main effects, 2-way inter.
(95,% confidence intervals are shown in parentheses)

2,908 (1,56,4,26)

Figura 3 - Grafico de Cubo para analise das interacfes do melaco de cana-de-agUcar,
milhocina e pH na producéo da biomassa por Cunninghamella echinulata UCP/WFCC 1299

Para a producdo de biomassa, a figura 2 demonstrou que a interacdo da maxima
concentracdo de melaco de cana-de-agUcar 12%, e milhocina 8% foram significativas para a

maxima producdo de biomassa. No entanto a interacdo da minima concentracdo do pH 5, e a
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méaxima concentracdo de melaco de cana-de acUcar 12% também influenciou na méaxima

producdo da biomassa.
3.5 Caracterizacao dos acidos graxos

3.5.1 Cultivo em Meio Sintético para Mucorales (Synthetic Medium for Mucorales)
e em meio de substratos alternativos
Os resultados obtidos com a extracdo e metilagdo dos &cidos graxos da biomassa seca da C.
echinulata UCP/WFCC 1299 cultivada em meio sintético para Mucorales, e em meio
constituido de substratos alternativos (Milhocina+Melago de cana-de-agucar - MCM) podem ser
analisados na Tabela 4.
Na Tabela 4, apresenta a concentracdo de &cidos graxos extraido da biomassa de C.
echinulata UCP/WFCC 1299 cultivada em meio sintético (Synthetic Medium for Mucorales —
SMM) e em meio de substratos alternativos, constituido de melago de cana-de-acUcar a 12% e

milhocina a 8% - CMC, em temperatura de 28° C e pH de 5.

Tabela 4. Composicao de acidos graxos identificados no lipideo extraido da biomassa seca de
C. echinulata UCP/WFCC 1299, cultivada em meio sintético para Mucorales - SMM e meio de
substratos alternativos - MCM, em 28° C e pH 5, por 96h.

Acidos graxos SMM MCM
Acido palmitico (Cye.) 19,97 % 21,17%
Acido esteérico (Cig0) 4,51 % 10,62%
Acido behénico (Cy,.) 1,94 % 3,09%
Acido nervénico (Caso) 1,99 % ND
Acido palmitoléico (Cie.1) 1,40 % 2,14%
Acido oléico (Cys1) 42,26 % 27,98%
Acido linoléico (Cyg.) 11,57 % 25,42%
Acido linolénico (Cyg.3) 2,21 % 2,13%
Acido graxo ndo identificado 14,14 % 7,45%

ND: Nao detectado*
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Como observado na Tabela 4, os maiores picos alcancados nas anélises cromatogréaficas
dos 4cidos graxos da C. echinulata UCP/WFCC 1299 cultivada em glicose - SMM, foram do
acido oleico (Cyg4) seguido do &cido palmitico (Cyg) € do linoléico (Cyg.).

O cultivo do fungo C. echinulata UCP/WFCC 1299 em melaco de cana-de-agucar a
12% e milhocina a 8% - MCM, em temperatura de 28° C e pH de 5, por 96h, verificou-se a
presenca dos seguintes acidos graxos: Acido palmitico (Cys), Acido estearico (Ciso), Acido
behénico (Cay), Acido palmitoléico, Acido oléico (Cygy), Acido linoléico (Cis,) e Acido
linolénico (Cyg3). Os maiores percentuais observados nas analises cromatograficas foram dos
acidos oléeico, linoléico e palmitico. Este perfil de &cidos graxos se assemelha aos dos 6leos
convencionalmente utilizados para a produgéo de biodiesel (carvalho et al., 2013).

Em nosso estudo obtivemos 42,26 % de &cido oléico, portanto nossos resultados foram
superiores, em relacdo ao trabalho de Janakiraman et al., 2014, que utilizaram o fungo
C. blakesleeana também cultivado em glicose, e obteve 20% de &cido oléico. Segundo a
literatura o &cido oléico é um importante acido graxo utilizado, como matéria-prima na
producéo de biodiesel.

A elevada quantidade de acidos graxos saturados e insaturados principalmente (Cig.1),
(Cig2) € (Cye0) indicam que esse 6leo possui potencial como matéria-prima para produzir um
combustivel de qualidade como alternativa ao diesel convencional. Também, foi observado um
teor consideravel do 4cido estearico (Cygy), de 10,62 % pela C. echinulata UCP/WFCC 1299, se
comparada ao cultivo da mesma em meio sintético padrdo (4,51 %). Segundo estudos
realizados, o 4&cido estearico possui relevante importadncia nas industrias alimenticia,
farmacéutica e de cosméticos.

Foram analisados os resultados do cultivo da C. echinulata UCP 1299 , em um meio
alternativo constituido por 12% de melago de cana-de-acUcar e 8% de milhocina, obtendo uma
presenca significativa dos seguintes &cidos: oleico (27,98 %), palmitico (21,17%) e linoleico
(25,42 %).

Fakas et al., (2008) observaram a presenca de acido palmitico (C16: 0), (C18: 0),
acido oléico (C18: 1), linoléico (C18: 2) na biomassa produzida pelo fungo Cunninghamella
echinulata cultivado em Agar Dextrose de Batata (PDA), contendo glucose, concentrado de soro
de leite e residuos de tomate hidrolisado, além de milho comercial, gluten, infusdo de milho e

extrato de levedura como fonte de nitrogénio.

Segundo Rodriguez (2011), o é&cido linoleico, pode ser utilizado na industria
farmacéutica, por apresentar um elevado potencial rapido de cicatrizacdo de feridas, por

abreviar a fase inflamatdria quando ingerido. Ainda 0 mesmo autor, indica que a ingestdo de
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acido oléico modula a fase inflamatoria, porém o reparo tecidual ndo significante quanto o uso
de &cido oléico. O tratamento topico esté relacionado a hidratacdo e elasticidade da pele que
impede a entrada de micro-organismos patdgenos e a perda de agua para 0 meio externo. Sendo

assim, o cido linoleico apresenta um elevado potencial no tratamento de feridas topicas.
4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que C. echinulata UCP/WFCC
1299, produziu biomassa e lipideos a partir da bioconversdo da milhocina e melago de cana de
acucar. Desta forma, este estudo surge como mais uma alternativa para producdo destes
bioprodutos de interesse industrial a partir da reutilizacdo de residuos agroindustriais,

contribuindo assim, para minimizacdo dos problemas ambientais.

Os resultados obtidos no experimento do Sudan Back evidenciam, qualitativamente, a
acumulacdo de lipideos, isto porque, o corante lipofilico ao difundir-se a partir da membrana
citoplasmética cora no citoplasma os corpos lipidicos (CLs), inclusdes citoplasméticas de
estoque lipidico, em regides escuras. Sendo assim, ndo serd viavel a utilizacdo dos demais
fungos testados que ndo apresentaram resultados satisfatdrios de producdo de biomassa e
lipideos, como a C. echinulata UCP/WFCC 1299.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir do estudo da producdo de biomassa e lipideos por
Cunninghamella echinulata conclui-se que o0 micro-organismo apresenta
habilidade de crescer e produzir lipideos em meio de residuos agroindustriais
contendo milhocina e melagco de cana de acucar. Contribuindo para uma
minimizacdo dos custos da producdo, além disso, o processo produtivo
conseguiu converter os bioresiduos em insumos de alto valor para as

industrias.
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