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RESUMO

Um grande problema que vem sendo causado pelas agroinddstrias nos paises em
desenvolvimento € a gestdo de residuos, cuja eliminagdo em terra e agua sdo comuns e tornou-
se um risco ecoldgico. Métodos ineficientes e improéprios de disposicdo de residuos sélidos, além
da recuperacdo de agua, ambos resultam em riscos para a saude pubica, no desperdicio e
esgotamento dos recursos naturais. Os residuos das industrias agricolas, surgem como
importantes fontes na conversao bioldgica de energia na producéo de biomassa microbiana. Neste
sentido, estudos foram realizados com o fungo Cunnighamellla echinulata UCP 1297 isolado da
area preservada da Caatinga pernambucana com a finalidade de investigar a producdo de
biomassa utilizando diferentes concentracdes de substratos agroindustriais aplicando um
planejamento de 22 (milhocina e farinha de banana pacovan verde). Os resultados obtidos
demonstraram a produgdo de biomassa (11,64g/L) na condi¢do 3 (1% milhocina e 5% farinha de
banana pacovan), através de fermentacdo submersa, obtendo-se quitosana (154 mg/g de
biomassa, 15,8% de proteina e 5,8g/L de lipideos, sendo indicada para ra¢do animal. Importante
aspecto foi estudado com a biomassa fungica obtida de cascas de banana pacovan madura,
suplementada com milhocina foi obtencdo de biossorvente, com baixo custo. A aplicacdo da
biomassa no tratamento de 4gua de rejeito de dessalinizador aplicando um planejamento fatorial
completo de 22, visou a remogdo de contaminantes inorganicos residuais. Os resultados
demonstraram que o ensaio 5 (sem agitacao + 1% de biomassa+pH8,5) reduziu a salinidade do
rejeito liquido de 5,8g/L foi reduzida para 2,5g/L, reduziu solidos totais de 7,6g/L para 3,4g/L,
condutividade de 12,8 para 5,8, dureza de 2.622 para 35,2mg/L, Magnésio de 393 para 3,81 g/L e
Cloro 2.632 para 35,2g/L. A avaliacdo da toxicidade demonstrou que o rejeito do dessalinizador
sem tratamento apresentou indice de germinacdo de sementes de repolho (Brassica oleraceae)
de 4,3%. No entanto, o rejeito pds-tratamento com o biossorvente apresentou 99,5% de indice de
germinacgdo. Uma nova aplicagdo da mesma biomassa de C. echinulata foi realizada na remogao
do azo corante preto de remazol, observou-se que 2mg/mL de biomassa e pH5 removeu 67% do
preto remazol em 1h, quando foi aumentada a concentracdo de biomassa para 4mg/mL foi
removido 70% do preto de remazol em 6h. Os resultados obtidos demonstram o potencial
biotecnolégico de C. echinulata na conversédo de residuos agroindustriais para a producdo de
biomassa rica em proteinas, carboidratos e lipideos, sendo aplicavel em racdo animal, além do
tratamento do rejeito liquido oriundo do dessalinizador, com grande quantidade de contaminantes
inorganicos, permitindo também o reuso para diferentes finalidades, além da eficiéncia na
remocao do azo corante preto de remozal.

Palavras-chaves: Residuos agro-industriais, conversdo biolégica de residuo, azo-corante,

reaproveitamento de agua



ABSTRACT

A major problem has been caused by agroindustries in developing countries is waste
management, whose disposal on land and water are common and has become an ecological
risk. Inefficient and improper methods of disposal of solid waste, in addition to water recovery,
both result in risks to public health, waste and depletion of natural resources. The biological
conversion of residues from the agricultural industries, emerge as an important source of
energy in the production of microbial biomass. In this sense, studies were carried out with the
fungus Cunnighamellla echinulata UCP 1297 isolated from the preserved area of the Caatinga
pernambucana with the purpose of investigating the biomass production using different
concentrations of agroindustrial substrates applying a 22 (corn steep liquor and green pacovan
banana flour). The results obtained demonstrated the production of biomass (11.64 g / L) in
the condition 3 (1% corn steep liquor and 5% pacovan banana flour), by submerged
fermentation, obtaining chitosan (154 mg / g biomass, 15.8% of protein and 5.8g / L of lipids,
being indicated for animal feed. Important aspect was studied with the fungal biomass
obtained from mature pacovan banana peels supplemented with corn steep liquor was
biosorbent at low cost (without agitation + 1% of biomass + pH8.5) reduced the salinity of the
liquid waste from 5.8g / L was reduced to 2.5g / L, reduced total solids from 7.6g /L to 3.4g /
L, conductivity from 12.8 to 5.8, hardness from 2.622 to 35.2mg / L, Magnesium from 393 to
3.81 g/ L and Chlorine 2.632 to 35.2 g/ L. The toxicity assessment showed that the untreated
desalinator reject presented a germination index of cabbage (Brassica oleraceae) of 4.3%;
however, post-treatment reject with the biosorbent presented 99.5% germination index. A new
application of the same biomass of C. echinulata was carried out in the removal of the remazol
black dye, it was observed that 2mg / mL of biomass and pH5 removed 67% of the remazol
black in 1h, when the biomass concentration was increased to 4mg / mL was removed 70% of
the remazol black in 6h. The results obtained demonstrate the biotechnological potential of C.
echinulata in the conversion of agroindustrial residues in the production of rich biomass and
applicable in animal feed, in the treatment of wastewater, as the liquid waste from the
desalinator allowing the reuse for different purposes, besides the efficiency in the removal of

black remazol dye.

Keywords: Agro-industrial wastes, biological waste conversion, azo dye, water reuse
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1 INTRODUCAO

A populag¢do mundial é estimada em cerca de 7,3 bilhdes de pessoas, com uma
projecdo de 9,7 bilhdes de pessoas em 2050, cujo populacional demanda por
alimentos, tanto de origem vegetal e animal, sendo inevitavel a geracao de milhares
de toneladas de residuos produzidos (GODOY et al., 2018).

No caso da industria agricola, a quantidade de residuos gerados, pelo consumo
de frutas para producdo de sucos e polpas, uma vez que nédo sdo devidamente
tratados gera 30 a 40% de residuos agroindustriais, que causam poluicdo ambiental
e efeitos prejudiciais a saude humana e animal (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018).
Particularmente, a industria de alimentos gera uma grande quantidade de residuos
organicos e efluentes relacionados ao processamento de alimentos oriundos de
sucos, batatas fritas, carnes, confeitaria e industrias de frutas, entre outros. Neste
sentido, os residuos agroindustriais gerados apresentam variagdes, dependendo da
fruta a ser processada, dependendo do residuo ou produto a ser processado, podendo
ser cascas, carogos, sementes ou mesmo polpas., sendo de importante agregar valor

e de interesse econémico (KUMAR et al., 2017).

Diante esta situacao, os conceitos industriais modernos tem procurado integrar
os principios de bioeconomia circular, a fim de alcancar uma sociedade e a industria
de “desperdicio zero”, onde os residuos de um setor podem ser usados como matéria-
prima em outro setor (MATEO; MAICAS, 2015).

Neste sentido, ressalta-se o0 potencial biotecnolégico dos fungos,
particularmente, os da ordem Mucorales, que possuem uma versatilidade metabdlica
que os torna candidatos adequados para 0 reaproveitamento de residuos
provenientes da agroindustria. Dessa forma, diferentes substratos, com diferentes
composi¢cbes quimicas podem ser considerados como matérias primas para a
producdo de metabdlitos promissores, além de habilidade para solubilizar metais,
como CoCO3, FePO4, MnO, feldspato e caulim (KHUNA et al., 2019) .

Dentre os Mucorales, os fungos ao género Cunnighamella vem recebendo
crescente atencdo, considerando suas propriedades fisiologicas e bioquimicas.
Destaca-se, principalmente, a capacidade de utilizar uma grande variedade de

substratos organicos e inorganicos, gerando produtos de interesse biotecnoldgico,
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elegendo-os como micro-organismos promissores para atender as demandas

industriais, em especial, a producéo de quitina e quitosana (BATISTA et al., 2018).

Uma das aplicagcdes promissoras da biomassa de Mucorales vem sendo o
amplo uso como adsorventes de ions metalicos em efluentes industriais (SILVA et al
2016).

Dessalinizadores sao utilizados para apoiar ao acesso de agua para as
atividades em regides com dificil acessos. Contudo, a possibilidade de sucesso de
um dessalinizador ndo depende da preméncia com que uma comunidade precise
deste equipamento. Um dos problemas trata-se do rejeito liquido do equipamento,
considerando a agua altamente salinizada, reduzindo o seu uso. Neste sentido,
estudos estao sendo propostos com o0 uso de adsorvente para remover os poluentes

inorganicos, prejudiciais a saude e mesmo para agricultura (AYOUB et al., 2013).

Estudos realizados por Ambrosio et al (2012) com a biossorcéo de trés corantes
azo reativos (vermelho, preto e laranja Il) pelo micélio inativo de Cunninghamella
elegans, observando-se que apos 120 horas de contato a adsorcao foi de 70%, 85%,
93% e 88% , para alaranjado reativo Il, vermelho reativo e uma mistura dos mesmos,
respectivamente. A superficie do micélio do fungo mostrou ser seletiva para os
corantes azo e um modelo isotérmico de adsorcdo de Freundlich exibiu um melhor
ajuste. Estudos ultraestruturais sugeriram a presenca de depadsitos eletrondensos no

micélio sob a superficie celular da biomassa.

Outras investigacdes vém sendo realizadas com Mucorales, demonstrando
gue o acumulo de polifosfato inorganico em Cunninghamella elegans (UCP 542)
influencia o processo de descoloracdo do azo corante alaranjado Il (SILVA,
TAMBOURGI, CAMPOS-TAKAKI, 2013).

O Preto de Remazol B é um corante que esta presente na composicao de
efluentes téxtil, o0 que pode acarretar degradacdo ambiental, por ser um azo corante

com caracteristicas fisico-quimicas especificas (CONCEICAO et al., 2013).

Neste sentido, as investigacdes biotecnoldgicas com C. echinulata UCP isolada da
Caatinga pernambucana, foram dirigidos para bioconversdo de substratos renovaveis de
baixo custo em processos fermentativos submersos, com o intuito de obter biomassa e

avaliar seu potencial biotecnolégico e aplicagdo como biossorvente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o potencial biotecnolégico de Cunninghamella echinulata UCP1297 na
biotransformacéo de residuos agroindustriais (milhocina e farinhas de banana
verde e madura) na producdo de biomassa e aplicacdo como biossorvente no
rejeito liquido do dessalinizador e na descoloracdo do azo corante preto de

remazol.

2,2 Objetivos Especificos:

e Selecionar os substratos farinhas de banana (verde e madura) e milhocina para
maior producao biomassa por C. echinulata, de acordo com Delineamento Central
Composto Rotacional (DCCR) ;

e Investigar a acumulacdo de quitosana, proteinas, polifosfato e lipideos na
biomassa produzida por C. echinulata;

e Estabelecer as concentracdes de carbono e nitrogénio do meio otimizado;

e Extrair quitosana, polifosfato e lipideos a partir da biomassa otimizada;

e Isolar e caracterizar quitosana, polifosfato e lipideos por métodos fisico-quimicos;

e Comparar o potencial das biomassas produzidas ricas em quitosana, polifosfato e
lipideos e os bioprodutos isolados na descoloragdo do azo corante Preto de
Remazol;

e Avaliar a influéncia do pH, temperatura e agitacdo, no processo de dessalinizacao
do efluente salino.

e Testar biologicamente o meio salino tratado quanto ao fator toxicidade.

e Avaliar o tratamento de rejeito liquido do dessalinizador na eliminacdo de
poluentes inorganicos.

e Avaliar a influéncia do pH, temperatura e agitacdo, na descoloracdo e remocao
do corante Preto de Remazol B;

e Avaliar estatisticamente os resultados obtidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Fungos Mucorales

O reino Fungi abrange organismos unicelulares e multicelulares com célula
eucaridtica que se encontram distribuidos em quatro grupos principais: Zygomycota,
Basidiomycota, Ascomycota e fungos mitospéricos (GOPI; JAYAPRAKASHVEL,
2018). Dentre dos zigomicetos, varias ordens sdo reconhecidas, e especificamente a
ordem Mucorales, do subfilo Mucoromycotina, € um grupo filogeneticamente antigo
(CAETANO et al., 2018; LIMA et al., 2018). Este subfilo € um dos quatro propostos
para colocar certas espécies do filo tradicional Zygomycota C. Moreau, as quais nao

sao aceites na nova classificacao devido a sua natureza polifilética.

A estrutura das familias que integram a ordem Mucorales ainda é bastante
instavel. Porém, tornou-se viavel a identificacdo de ramos monofiléticos a partir da
descoberta de novos caracteres moleculares potencialmente informativos a nivel da
filogenia, baseados na disponibilidade de técnicas de microscopia de elevada
resolucéo (por exemplo, fluorescéncia, SEM) (PILMIS et al., 2018; SURYANTI et al.,
2018).

Os fungos da ordem Mucorales sao ubiquos, predominantemente saprofitos,
mas também parasitas de plantas, outros fungos e animais (DETHERIDGE et al.,
2018; LEBRETON et al.,, 2018). Sdo geralmente caracterizados pelo abundante
micélio, com hifas cenociticas com septos apenas na base das estruturas reprodutivas
ou distribuidos irregularmente em culturas mais antigas (HOFFMANN et al., 2013). As
espécies desta ordem caracterizam-se pela reproducéo sexual através de zigdsporos
apos fusdo de dois gametangios formados no apice de hifas sob a influéncia de
substancias volateis (derivados do B-caroteno) que proporcionam a atracao de hifas
compativeis. No entanto, a reproducdo assexual acontece por meio de esporos
formados num esporangio, estrutura grande e globosa cuja parede rebenta para
libertar os esporos. Dessa forma acontece a disseminacdo das espécies (EVISON;
JENSEN, 2018; TEDERSOO et al., 2018).

Além disso, sdo considerados micro-organismos que causam deterioro em
cereais armazenados e outros alimentos, especialmente frutas e legumes. Alguns

representantes desta ordem também infetam plantas vivas, especialmente as frutas
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como por exemplo mamao e uva, sendo considerados, importantes agentes
fitopatogénicos (GHUFFAR et al., 2018). De igual forma, nas ultimas décadas tem sido
referidas varias infecdes causadas por Mucorales (designadas de mucormicoses) as
quais poderdo ser criticas em doentes com deficiéncia imunolégica ou metabdlica
grave (COMPAIN et al., 2017; LIN; MOUA; LIMPER, 2017).

Contudo, varios fungos tém sido estudados por seu grande potencial
biotecnolégico, devido a sua capacidade de adaptacdo a diferentes condicdes
ambientais, como resultado de variagfes de suas atividades fisiologicas, bioquimicas
e genéticas ( ZHANG et al., 2017; MAMO; ASSEFA, 2018; ZAN et al., 2018) . Assim,
eles sdo utilizados para diversas transformacdes biolégicas como a producao
pigmentos, aditivos para processamento de alimentos, medicamentos (como o
licopeno) e quitosana entre outros (AVALOS; CARMEN LIMON, 2015; SHEKHAR;
SUNDARAMANICKAM; BALASUBRAMANIAN, 2015; NARSING RAO; XIAO; LI,
2017).

3.1.1 Cunninghamella echinulata

O género Cunninghamella (Cunninghamellaceae, Mucorales) foi estabelecido
em 1903 por Matruchot, e é composto por espécies caracterizadas pela formacéo do
esporangio pediculado e unisporado na superficie de toda a vesicula (NGUYEN;
CHOI; LEE, 2017; PRINCE, 2018). Deste género existem 14 espécies aceitas e 0s
principais representantes sdo C. elegans, C. echinulata e C. bertholletiae
(BELLANGER et al., 2018; Ll et al., 2018a; PARVATHY et al., 2018).

No caso de Cunninghamella echinulata, € uma espécie que tende a crescer
rapidamente na maioria dos meios de cultura produzindo um micélio aéreo denso,
branco ou acinzentado (ANDRADE et al., 2018; NGUYEN; CHOI; LEE, 2017). Além
disso, o fungo se reproduz de forma assexuada através de esporangiolos espinhosos
e esporulados (NGUYEN et al., 2016) (Figura 1).

C. echinulata cresce por meio de hifas que carecem de septos, 0 que constitui
uma caracteristica comum dos membros da divisdo Mucormycota (LOPES, 2016). Por
outro lado, os zigdsporos deste fungo sdo produzidos apos a fusdo dos gametangios
de estirpes de acoplamento compativeis, exemplificando um sistema de heterotélico.
Os esporangioforos desta espécie sdo irregularmente ramificados e ndo se
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assemelham aos esporangiosporos tipicos da maioria dos outros membros do
Mucormycota encontrados em habitats similares. Na C. echinulata esses sdo maiores
em tamanho (10-20 uym) do que os da espécie estreitamente relacionada, C. elegans
(PARVATHY et al., 2018)

Figura 1. Microfotografia de C. echinulata, A: Esporéangios na superficie da vesicula fértil
terminal; B: Esporangiolos; C: Zigésporos

Fonte: (O'Donnell et al., 2000).

C. echinulata é um residente saprotrofo dos solos em regifes mais quentes do
mundo, particularmente aquelas enriquecidas com fertilizantes ricos em nitrogénio,
fésforo e potassio (KUMAR SEHGAL; SAGAR, 2017). A presenca desta espécie tem
sido relatada tanto em solos cultivados como néo cultivados, incluindo solos de casas-
de-vegetacao e florestas nas zonas mediterranea e subtropical, mas é rara em zonas
temperadas (PITT e HOCKING, 2009; WATANABE, 2010). Além disso, C. echinulata
pode ser parasitado por outros fungos, incluindo espécies Syncephalis spp. e
Trichoderma viride (LAZARUS et al., 2017).

Embora, este fungo seja mesofilo, ele pode crescer entre 6°C (43°F) e 45°C
(113°F), sendo minima a taxa de crescimento perto dos extremos da toleréncia a
temperatura (CHAN; COHEN; DE MOURA BELL, 2018; LI et al., 2018b). A
temperatura ideal para o desenvolvimento dos zigotos é entre 25°C (77°F) e 35°C
(95°F). Esta espécie exibe caracteristicas de crescimento diferentes dependendo das
influéncias ambientais. Em pH de 5,5, o fungo cresce em pequenos granulos densos,
mas um padrao de crescimento mais tipico e radiante € alcancado a um pH de 8,0
(ANDRADE et al., 2018; NGUYEN; CHOI; LEE, 2017).

Em humanos, C. echinulata e outras espécies de Mucorales causam uma

doenca rapidamente progressiva e invasiva com sobrevivéncia relativamente baixa,
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referida como mucormicose (CARROLL et al.,, 2017; ROMERO-TRUJILLO et al.,
2018). Ainda se carece de informacao sobre este fungo afetando pessoas saudaveis,
portanto esta espécie é considerada um patdgeno oportunista exclusivo, afetando
individuos com condicfes de saude pré-existentes. Pessoas com condi¢des de saude
subjacentes, como infecc¢do por HIV e diabetes, estdo em maior risco de mucormicose.
Relativamente poucos casos de infec¢cao envolvendo C. echinulata estdo disponiveis
e sugere-se que tenham surgido da inalacao dos esporos fungicos (DANNAOQUI, 2017;
ROMERO-TRUJILLO et al., 2018).

Por outo lado, a presenca de um sistema de monooxigenase ativo permite que
C. echinulata realize desmetilacdo oxidativa e hidroxilagdo. O fungo possui o sistema
de citocromo P450 semelhante ao dos seres humanos, tornando-o um modelo
potencialmente Util para estudos de metabolismo de farmacos carvedilol e &cido
fusidico (ZAWADZKA et al., 2017) C. echinulata também tem sido investigada para
uso na producdo de biomassa, 6leos microbianos, ou seja, Single Cell Oil (SCO), e
lipidios de armazenamento, como o acido y-linolénico (GLA) (AL-HAWASH et al.,
2018; KHOT et al., 2018).

3.2 Carboidratos

Os carboidratos, ou hidratos de carbono, sédo as biomoléculas mais abundantes
na natureza e tém funcgéo estrutural ou energética, além de fazerem parte da estrutura
dos acidos nucleicos (HAY, 2014; NIKEL et al., 2015; PATRA). As moléculas dos
carboidratos estdo formadas por atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio que
combinam-se para formar os componentes deste grupo de nutrientes. Eles séo
representados de maneira geral como CnH2,0On, onde “n” representa a quantidade
proporcional destes elementos (por exemplo: CeHi206). Os carboidratos séo
geralmente divididos em mono-, di-, oligo- e polissacarideos. No caso de mono e
dissacarideos sdo comumente referidos como aclcares. Os sacarideos naturais sao
geralmente constituidos de carboidratos simples chamados monossacarideos por
meio de ligacbes covalentes, denominadas glicosidicas do tipo alfa ou beta
(RUPPERT; WEINBERG; PALKOVITS, 2012). Essas ligacdes ocorrem entre um
grupo hidroxila de um carboidrato com o grupo hidroxila de outro ou de um &lcool
(FALARZ; DEYHOLOS; CHEN, 2018).
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Os carboidratos constituem a principal fonte de carbono-energia utilizada pelos
micro-organismos. Estes compostos formam parte dos metabdlitos precursores com
fins biossintéticos (anabolismo) para a formacdo de componentes celulares como
organelas, enzimas e &cidos nucleicos. Por outro, eles sdo utilizados como fonte de
energia (formacgéo de Acetil CoA ou ATP) quando séo catabolizados em moléculas
simples tais como o CO2, H20 ou etanol (CESARIO et al., 2018; JIANG et al., 2018).

No caso fungos, os polissacarideos representam geralmente cerca de 80-90%
da parede celular dos fungos filamentosos, sendo distribuidos em quitina, quitosana,
celulose e outros B-glucanos (ZHU; DU; XU, 2016) Eles sao polimeros de elevado
peso molecular, consistindo em pelo menos dez monossacaridos ligados entre si por
ligacBes glicosidicas. Ao contrario das proteinas e acidos nucleicos, a estrutura dos
polissacarideos € muito mais complicada em termos de diferengcas na composi¢ao dos
residuos de monossacarideos, ligacdes glicosidicas, sequéncia de unidades de
acucar, graus de polimerizacdo e ponto de ramificacao (Jl et al., 2017; HASSAN et al.,
2018).

Dentre os polissacarideos que compdem a parede celular, a quitina, por
exemplo, tem sido alvo de numerosas pesquisas (SHINYA et al., 2015; KUSAOKE et
al., 2017; OLICON-HERNANDEZ et al., 2017). De forma geral, os polissacarideos
podem ser isolados do corpo de frutificagcdo, do micélio ou provenientes das culturas
puras destes organismos em laboratério na forma de exopolissacarideos. Com
relacdo aos polissacarideos do corpo de frutificagcdo, as glucanas
(homopolissacarideos) e as heterogalactanas (heteropolissacarideos) sdo as mais
comumente encontradas (HE et al., 2017; XUE et al., 2017).

No entanto, devido ao rapido desenvolvimento de técnicas analiticas modernas,
a identificacdo de estruturas de polissacarideos € cada vez mais viavel e conveniente.
Nos ultimos anos, os polissacarideos tém sido amplamente estudados. Dentre eles a
quitosana, devido principalmente as atividades biol6gicas que apresentam como:
antitumoral, imunomoduladora, antiinflamatéria, anticoagulante entre outras
(GIAVASIS, 2014; NIE et al., 2013).
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3.3 Lipidios

Os lipidios sdo substancias hidrofébicas, ou seja, insoluveis ou com reduzida
solubilidade em agua, devido a sua natureza apolar apresentando, no entanto, maior
solubilidade em solventes organicos, como cloroférmio, metanol, hexano e benzeno
(KUMAR; GILL, 2018; TOLEDO et al., 2018). Esses compostos sao basicamente
constituidos por acidos graxos que correspondem a uma cadeia carbodnica apolar e
um grupo carboxila polar, sendo representados pela formula geral RCOOH, podendo
possuir de 4 a 36 &tomos de carbonos e nenhuma ramificacdo. Os acidos graxos se
diferenciam entre si a partir de trés caracteristicas: o tamanho da sua cadeia
hidrocarbonada, o niumero de insaturacdes e a presenca de grupamentos quimicos
(LIN et al., 2017; MARDHIAH et al., 2017).

Os exemplos mais conhecidos de lipidios sdo os &cidos graxos e seus
derivados, esterois, ceras e carotenoides. Esses compostos apresentam cadeias
organicas com um elevado namero de carbonos, o que lhes confere o carater
hidrofébico, podendo apresentar apenas atomos de carbono e hidrogénio ou, ainda,
grupos funcionais com heterodtomos, como alcoois, fendis, acidos carboxilicos,
esteres, entre outros (FRAILE et al., 2017; NOOR ARMYLISAS et al., 2017). Por outro
lado, os acidos graxos podem ser saturados ou insaturados (contém uma ou mais
dupla ligagdes). Na nomenclatura IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) os carbonos sdo numerados a partir do carbono carboxilico. Em geral,
apresentando numero par de atomos de carbono. Na nomenclatura comum, o &tomo
de carbono adjacente ao carbono carboxilico € denominado a, e os carbonos
seguintes sao nomeados B, y, 0, etc. O atomo de carbono mais distante do carbono
carboxilico € chamado carbono w, independentemente do tamanho da cadeia (Figura
2). Os mais abundantes contém C16 e C18 atomos (MARTI et al., 2015; BARABINO
et al., 2017).
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Figura 2. Estrutura e nomenclatura dos &cidos graxos. Utiliza-se como exemplo o acido

laurico (ou &cido dodecandico), que tem 12 carbonos e ndao contém duplas ligacdes (Fonte:
MOTTA, 2004).

3.3.1 Lipidios microbianos

Os 0Oleos microbianos, sdo comumente denominados 6leos de células simples
(SCO, do inglés single cell oils) e tém sido de interesse potencial para varios
pesquisadores nas ultimas décadas (ATHENAKI et al., 2018; DOUROU et al., 2018).
Os micro-organismos que podem acumular mais de 20% de lipidios do seu peso seco,
podendo chegar a capacidade de acumular até 70% durante o periodo de estresse

metabalico, sdo considerados micro-organismos oleaginosos (DOUROU et al., 2018).

Dentre das espécies de micro-organismos oleaginosos, as representantes mais
estudadas de bactérias sdo Arthobacter sp., Bacillus alcalophillus, Gordona sp. e
Rhodococcus opacus, e de micro-algas, Chlorella vulgaris, C. emersonii, C.
protothecoides, C. sorokiniana, Nannoccloropsis sp. e Niczschia sp. (QADEER et al.,
2017; ARCHANAA et al., 2018; RASTOGI et al., 2018). Além desses micro-
organismos citados o0s principais géneros de leveduras sdo: Yarrowia, Candida,
Rhodotorula, Rhodosporodium, Cryptococcus e Lypomyces; e como representantes
dos fungos filamentosos: Cunninghamella echinulata, Umbelopsis isabelina e Mucor
circinelloides, entre outros (UNKEFER et al., 2017; CARSANBA; PAPANIKOLAOU;
ERTEN, 2018).

No caso dos fungos filamentosos oleaginosos apresentam varias vantagens

biotecnoldgicas, tais como perfis convenientes e diversificados de acidos graxos,
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baixo custo no processamento, e a capacidade de degradar uma variedade de fontes
renovaveis de carbono. Entre os fungos Mucorales produtores de Oleo,
especificamente os do género Mucor apresentam grande importancia biotecnoldgica,
pois acumulam altos niveis de triacilglicerol em seu micélio (VONGSANGNAK et al.,
2016; CARVALHO et al., 2018; QIAO et al., 2018). Além disso, estudos demonstraram
gue varios fungos pertencentes a esta ordem apresentam lipideos ricos em acidos
graxos poliinsaturados, que podem ser utilizados como insumos alternativos para a
obtencdo de biodiesel de terceira geracdo (CARVALHO et al., 2015, 2017;
VONGSANGNAK et al., 2016).

Por outro lado, a vantagem da producéo de lipidios microbianos esta em que
nao depende de uma estacao, clima ou local em particular e ndo utiliza terras araveis.
A sintese pode ser realizada usando uma ampla gama de fontes de carbono, tais como
fluxos de residuos de alimentos indastria ou fontes renovaveis de carbono. Esta
producdo é geralmente de alto rendimento e também pode ser realizada com
organismos geneticamente modificados, (CARVALHO et al., 2018; RATLEDGE,
2014). Assim, a escolha da fonte de carbono no crescimento da biomassa & um fator
importante na decisdo dos custos totais de producdo. Geralmente, fontes
convencionais de carbono, como a glicose, sdo usadas para o cultivo de fungos de
forma paralela com o acumulo de lipidios. No entanto, a introducdo de substratos

alternativos como residuos agricolas e industriais é vantajosa devido a sua
abundancia e baixo custo (LIANG; JIANG, 2015).

Os lipidios produzidos por micro-organismos apresentam composicao similar e
valor energético aos 6leos vegetais e animais. Além disso, como produtores de lipidios
0S micro-organismos nao competem por recursos alimentares, especialmente se a
fonte de carbono for de baixo custo, como matérias-primas ou subprodutos e
excedentes. A producdo alternativa por via microbiana apresenta grande rapidez de
geracao, e sua obtencdo ndo é sujeita a variagdes climéticas e sazonais ciclico, requer
menor area de producdo e melhor controle da producéo e do produto (YELLAPU et
al., 2018).

3.4 Substratos agroindustriais

O novo perfil da sociedade atual caracteriza-se pelo aumento do custo de vida,

dos niveis de producdo e consequentemente, da quantidade de residuos gerados
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pelas diversas industrias (POWELL; CHERTOW, 2018). Assim, a biotecnologia tem
sido uma das areas mais desenvolvidas nos ultimos anos devido as possibilidades
inerentes de gerar solugcdes para diversos problemas na sociedade moderna. Em
particular, a gestdo e valorizacdo de residuos agricolas constitui um marco para a
implementag&o de novos bioprocessos (TSOUKO et al., 2017; GARCIA-GALINDO et
al., 2019). Dessa forma, uma variedade de subprodutos que incluem materiais
complexos como bagaco, palhas e caules, espigas, cascas de frutas, 0ssos, gordura
e qualquer parte de uma fonte de alimento processado (vegetal ou animal) tém sido
utilizados na producédo de muitos metabdlitos microbianos de interesse para 0 homem
(SANNIK et al., 2013ABU YAZID et al., 2017).

3.4.1 Banana

A banana (Musa sp.) é nativa da Asia tropical e sua producdo € comum em
todas as regibes tropicais e em algumas regides subtropicais do mundo (SCRIBANO
et al.,, 2018). Pertencente a familia Musaceae e apresenta cerca de 30 espécies
conhecidas do género Musa e mais de 700 variedades. A banana constitui uma das
frutas tropicais mais cultivadas no mundo. Devido ao seu custo relativamente baixo e
ao alto valor nutritivo é parte integrante na alimentacdo, principalmente, das
populacdes de baixa renda (FRANCA et al., 2018).

O Brasil é produtor de aproximadamente sete milhdes de toneladas, em uma
area de 489.937 hectares, e a regido do Nordeste constitui uma das principais
produtoras (~37% da producdo). O pais possui as condices favoraveis para o seu
cultivo e por esse motivo, a banana € cultivada na maioria dos Estados brasileiros
(IBGE, 2017). Em relagdo a sua importancia econdmica, tolerédncia a doengas e
resisténcia ao frio, destacam-se as seguintes variedades: Prata, Pacovan, Prata An4,
Maca, Terra e Nanica (CORDOBA et al.,, 2018; SANTOSH KUMAR; RENUMOL;
BALAKRISHNAN, 2018).

A fruta pode ser classificada quanto ao seu estagio de maturacéo, obtido a partir
da coloracéo da casca. A polpa da banana quando verde € destituida de sabor e se
caracteriza por forte adstringéncia devido a grande quantidade de compostos
fendlicos solaveis, principalmente taninos. A medida que ocorre o amadurecimento da
banana, esses compostos sofrem polimerizacdo diminuindo a adstringéncia e
aumentando sua docgura (BORGES et al., 2018).
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3.4.1.1 Farinha de banana verde

Nos ultimos anos, o fruto verde da banana tem despertado interesse do
mercado consumidor, pois, além do seu valor nutricional, com quantidades
consideraveis de vitaminas B e C, bem como sais minerais, como potassio e célcio,
destacam-se a presenca de amido resistente, fitoesterois, compostos fendlicos e
capacidade antioxidante. Contudo, nesse estagio de maturacao, a banana ndo € muito
consumida, principalmente devido a tipica dureza e a sua elevada adstringéncia,
acarretada pela presenca de compostos fendlicos sollveis (taninos).
Consequentemente, a obtencao de farinhas € a principal alternativa para assegurar a
utilizacdo dos frutos verdes pela industria de alimentos (LI et al., 2018c; SURAYAH
OSMAN et al., 2018).

A producédo de farinha de banana verde (FBV) encontra ampla aplicacédo na
industria de alimentos, principalmente na elaboracdo de produtos de panificacéo,
produtos dietéticos e alimentos infantis (SILVA CARVALHO; CONTI-SILVA, 2018;
VIANA et al., 2018). Além dos beneficios nutricionais, a producdo de FBV contribui na
reducdo das perdas pos-colheita, aumento do tempo de vida de prateleira e na
agregacao de valor a fruta (SOBRINHO et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2015). Sendo
a FBV fonte de varios nutrientes acredita-se na possibilidade de utilizagdo desta como
substrato alternativo para a obtencao de varios metabdlitos microbianos (ANDRADE
et al., 2018).

RUBEENA et al., (2013) relataram um rendimento da enzima celulase de 168
U/mL por Trichoderma harzianum em meio contendo farinha de banana, valor similar
ao obtido em meio sintético. SAHEED et al., (2016) utilizaram a FBV como principal
componente do meio de cultura para a obtencdo de biomassa fungica a partir de
Phanerochaete chrysosporium e Candida utilis na fermentacdo em estado sélido.
BUSANELLO et al., (2018) otimizaram o crescimento de L. plantarum BG 112 e L.
helveticus LH 13 em leite desnatado acrescido de farinha de banana verde. Desse
modo, a FBV constitui um substrato promissor e de baixo custo para o crescimento
dos micro-organismos e a producdo de compostos de interesse industrial. No entanto,
os reportes relacionados com a producdo de quitosana de origem flungica ainda séo

escassos na literatura.
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3.4.1.2 Farinha da casca de banana madura

Uma grande quantidade de banana (102 milhdes de toneladas de frutas
frescas) é produzida anualmente (VU; SCARLETT; VUONG, 2018). A casca €
responsavel por cerca de 35% do peso total da fruta portanto, aproximadamente 36
milhdes de toneladas de casca de banana sdo geradas a cada ano. No entanto, a
maior parte da casca de banana é geralmente descartada em aterros sanitarios ou
com residuos em geral (VU; SCARLETT; VUONG, 2017).

A casca tem sido tradicionalmente usada como material medicinal para o
tratamento de varias doencas, como queimaduras, anemia, diarréia, Ulceras,
inflamacéo, diabetes, tosse, picada de cobra e excesso de menstruacdo (PEREIRA,;
MARASCHIN, 2015; QAMAR; SHAIKH, 2018; VU; SCARLETT,; VUONG, 2018). Isto,
devido principalmente aos altos niveis de fibra dietética e compostos fendlicos, entre
outros. Além disso, esse residuo demonstrou ter capacidade antioxidante potente,
propriedades antimicrobianas e antibidticas (KAPADIA; PUDAKALKATTI,
SHIVANAIKAR, 2015; LOYOLA et al., 2018).

Assim, a possibilidade de reutilizacdo destes residuos, além de contribuir para
a reducao de desperdicio e de lixo organico, torna-se relevante para a dieta alimentar,
melhorando o valor nutricional das preparagcdes na formulacdo de produtos
normalmente ja consumidos (DE MATOS et al., 2017; MANDAL; GHOSH, 2018). Uma
alternativa de aproveitamento da banana, visando a reducdo do seu descarte € a
producéo da farinha da casca da banana (FCB). Este produto ja mostrou ser bastante
promissor por suas propriedades e composicao para a obtencao de novos produtos
de uso doméstico e industrial e pode ser incorporado em produtos alimentares
(GOMEZ; MARTINEZ, 2018; SIDHU; ZAFAR, 2018).

Por outro lado este residuo tem servido como substrato para suportar a
sinteses de metabdlitos microbianos. SAHEED et al., (2016) avaliaram a eficiéncia de
conversao de acgucar fermentavel e a producdo de biomassa por trés fungos utilizando
a casca de banana como um dos componentes do meio de cultura. Os autores
concluiram que P. chrysosporium foi a linhagem de maior desempenho na producao
de biomassa a partir de uma combinagao de casca de banana e casca de abacaxi.
NWAFOR e ADENIPEKUN (2018) empregaram cascas de banana e laranja para
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avaliar a sua digestibilidade e qualidade nutritiva para racdo animal a partir da
degradacdo de Lentinus squarrosulus, Pleurotus pulmonarius e Pleurotus ostreatus
(HK35). Eles observaram que a casca de banana apresentou melhores propriedades
nutricionais devido ao produto obtido a partir da agédo dos fungos. Por outro lado,
BARVE; TARFE (2017) utilizaram casca de banana madura em um processo de
sacarificacdo e fermentacdo para a obtencdo de etanol a partir de culturas de
Aspergillus niger e Bacillus subtilis e concluiram que foi um substrato adequado, pois
sua composicdo nutricional estimulou as reacdes enzimaticas esséncias para este
processo. De forma similar, FERREIRA e GARCIA (2018) estudaram a producao de
etanol e obtiveram rendimentos tedricos relevantes a partir de hidrolisado de casca de
banana, quando co-cultivaram Zymomonas mobilis CCT 4494 and Pachysolen
tannophilus CCT. Contudo, sua utilizagdo na producdo de biomassa fungica para a

obtencado de quitosana, € ainda pouco estudada.

3.5 Quitina

Recentemente, a énfase em tecnologias ambientalmente amigaveis tem
estimulado o interesse em biopolimeros e polimeros de base biolégica, devido a sua
funcionalidade e biodegradabilidade. Dessa forma, os polimeros de base biolégica
tém recebido atencdo crescente devido as suas excelentes propriedades fisicas e
biologicas (EL-KNIDRI et al., 2018). Assim, um exemplo do anteriormente mencionado
€ a quitina, que constitui 0 segundo composto organico mais abundante na natureza

apos a celulose.

A quitiha é comumente encontrada em animais invertebrados, algas
diatoméaceas, na maioria dos artropodes e na parede celular de alguns fungos. A forma
material da quitina é geralmente um polissacarideo branco e duro que é inelastico
(CROISIER; JEROME, 2013; PHILIBERT; LEE; FABIEN, 2017;: RAMOS BERGER et
al., 2018). O polimero consiste em um amino polissacarideo lineal composto
fundamentalmente por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranose e

amino-2-desoxi-B-D-glucopiranose ligadas por enlace - (1 — 4) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica da quitina
Fonte: (DASSANAYAKE et al., 2018).

Esse polimero se considera um material altamente insoltvel que se assemelha
a celulose em sua baixa solubilidade e néo reatividade quimica. Pode ser considerado
como uma estrutura de celulose onde o grupo hidroxilo na posi¢éo C-2 foi substituido
por um grupo acetamido. Dependendo de sua origem, a quitina existe em duas formas
poliméricas principais, a B- quitina e a a-quitina, as quais estédo dispostas de acordo
com as células ortorrémbicas e monoclinicas, respectivamente (BIROLLI; DELEZUK;
CAMPANA-FILHO, 2016; EL-KNIDRI et al., 2018). Uma terceira configuragéo, y-
quitina, também foi descrita, e parece ser uma combinagédo de formas a e B (EL-
KNIDRI et al., 2018).

Como mostrado na figura 4, a a-quitina, B-quitina e y-quitina correspondem a
arranjos antiparalelos, paralelos e alternados de cadeias poliméricas,
respectivamente. A B-quitina pode ser extraida por exemplo, de penas de lula e
facilmente convertida em forma a por tratamento alcalino (WANG; CHEN, 2014). No
entanto, a a-quitina é o polimorfo mais estavel e abundante; geralmente é isolado do
exoesqueleto de crustaceos, paredes celulares de leveduras e cuticulas de artrépodes
em geral (EL-KNIDRI et al., 2018; MATI-BAOUCHE et al., 2014).

y v VL

414 T AT

T A A T
W“ IYYY

A B C

Figura 4. Representacdo esquematica das configuragdes da quitina. A: a quitina, B: 8
quitina, C: y quitina.

N&o ha relatos de acumulacdo de quitina de longo prazo quantitativamente
significativa na natureza, o que implica que sua producéo, degradacéo e rotatividade
devem ser eficientemente equilibrado (ELIEH-ALI-KOMI; HAMBLIN, 2016). A quitina
deve a sua biodegradabilidade a acao da enzima quitinase amplamente distribuidas
na natureza (VAN DYKEN; LOCKSLEY, 2018). Por outro lado, a imunogenicidade da
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quitina (apesar da presenca de nitrogénio em sua estrutura) € excepcionalmente baixa
(SILVA; MANO; REIS, 2017).

Contudo, o aumento da geracao de residuos de camardo como principal fonte,
da conscientizacdo sobre os beneficios dos produtos a base de quitina em varios
setores como por exemplo o da saude, e o aumentando do consumo de quitosana e
glucosamina (derivados da quitina) sdo alguns dos fatores que impulsionam o
crescimento da quitina no mercado mundial. Neste sentido, em 2015 foi avaliado em
até $ 3,19 bilhdes a producao deste polimero, e se projeta que deve atingir os $ 17,84
bilhdes até 2025 (ANDERSON; ISLAM; PRATHER, 2018).

3.6 Quitosana

A quitosana apresenta propriedades intrinsecas singulares e ndo possui um
equivalente petroquimico real (CROISIER; JEROME, 2013). A biomolécula, ndo se
encontra de forma extensiva na natureza, no entanto, pode ser facilmente obtida a
partir da desacetilacdo parcial da quitina. Sua estrutura quimica € formada por um
polissacarideo linear composto de forma aleatdria por N-acetil-d-glucosamina ligada
por enlaces glicosidicos B-(1-4) a D-glucosamina (Figura 5) (PHILIBERT; LEE;
FABIEN, 2017).

OH
NH,
~ e]
o HO ™~
HO o
o
NH,
OH

dn

Figura 5. Estrutura quimica da quitina

Fonte: (DASSANAYAKE et al., 2018).

A guitosana apresenta grande variabilidade em suas principais caracteristicas
quimicas como a massa molar e o grau de desacetilacdo, o que podem influenciar
suas propriedades fisicas e biologicas (GAMIZ-GONZALEZ et al., 2017;
HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016). Por ser um polimero natural, a massa molecular da
guitosana varia dependendo da procedéncia da amostra e dos tipos de tratamento
que foram empregados para sua obtencdo (MUXIKA et al.,, 2017). O grau de
desacetilagcdo determina a quantidade de grupos aminicos na cadeia polimérica,
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sendo que, uma extensdo acima de 50% de desacetilacdo, define a entidade quimica
quitosana (VIEIRA et al., 2018). Este parametro € um dos fatores mais importantes
gue influenciam tanto a quimica (solubilidade, flexibilidade, conformacao do polimero,
viscosidade, cristalinidade, alta area superficial, porosidade, resisténcia a tracao,
condutividade, fotoluminescéncia) guanto, propriedades biolégicas
(biodegradabilidade, biocompatibilidade, mucoadesdo, hemostatica, analgésico,
potenciador de adsorcdo, antimicrobiano, anticolesterolémico e antioxidante), que
variam com as condi¢cdes do processo (YOUNES et al., 2015; BENHABILES et al.,
2012; MAESTRELLI et al., 2018). Além disso, 0os grupos amino protonados livres de
quitosana tornam possivel formar complexos com derivados carregados
negativamente, como polimeros sintéticos anibnicos, polissacarideos, proteinas,
corantes e lipidios, e também com colesterol, enzimas, células tumorais, células de
bactérias proteinas de parede, o DNA e RNA. Além disso, possui a capacidade de
agente quelante de varios ions metdlicos, devido aos grupos hidroxilo neutros ou
carregados negativamente, os residuos de D-glucosamina e 0Ss grupos amino
(VASILIEV, 2015).

Enquanto a quitina € inerte e insolUvel, uma das vantagens da quitosana € sua
insolubilidade em condicdes neutras e acidas devido as suas cargas positivas (-NHz*)
em pH (pH <6,5) podendo ser caracterizado como um polieletrdlito catibnico (DAMIAN
et al., 2009). Isto se deve ao fato da quitosana em meio acido apresenta uma grande
quantidade de grupos amino protonados (NHz*) na sua cadeia polimérica o que causa
repulsédo eletrostatica entre as cadeias e maior solvatacdo em agua, resultando em
uma maior solubilidade (ABREU et al.,, 2013). Na Tabela 1 estdo resumidas as

propriedades fisico-quimicas da quitosana.

Dentre as propriedades biolégicas da quitosana, destacam-se sua excelente
biocompatibilidade; quase nenhuma toxicidade ao ser humano e animais; alta
bioatividade; biodegradabilidade; atividade antimicrobiana; entre outras (SOLIS
MORE et al., 2018; SU et al., 2018). Devido a estas propriedades que a quitosana
apresenta, este biopolimero vem sendo extensivamente estudada em diversas

aplicacoes industriais e tecnoldgicas (RAZAK et al., 2018).
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da quitosana

Propriedades da quitosana

Fisicas Quimicas
Tamanho de particula: <30 pm pH <5,5
Densidade: 1,35-1,40 g/cc Alta densidade de carga em pH>5,5
Solubilidade: Insoltvel em agua. Adere a superficie carregadas
Soluvel em meio 4cido negativamente
Alta massa molecular Formal gel com polidnions

Polieletrolito linear
Quela metais de transicdo
Favoravel a modificagBes quimicas

Reage com hidroxido

Fonte: BEZERRA et al., (2013)

3.6.1 Aplicacdes da quitosana

O interesse na quitosana aumentou consideravelmente nas ultimas décadas,
devido a que este biopolimero oferece um amplo espectro de possiveis aplicacbes
nas mais diversas areas, como na agricultura, na industria de
alimentos e farmacéutica, no desenvolvimento de cosméticos e biomateriais, no
tratamento de agua, entre outras. A Tabela 2 apresenta um resumem das principais

aplicacdes da quitosana.

Tabela 2. Principais aplicagdes da quitosana

Setor Aplicacdes

Adsorcéo de herbicidas (CARNEIRO et al., 2015)

Agricultura - Estimulador crescimento vegetal e melhorador de solos e (CHANRATANA
et al., 2018; SAID et al., 2018)

- Efeito fungicida e inseticida (XING et al., 2018; YANG et al., 2018)

- Materiais de embalagem de alimentos (MAJEED et al., 2013; WANG;
QIAN; DING, 2018).

_ - Recobrimento de frutas e verduras para preservacdo. Agente fungicida e
Alimentos bactericida (POVERENOV et al., 2018; RIBES et al., 2018)

- Agente antioxidante, emulsificante e estabilizante (COSTA; GOMES;
CUNHA, 2018; KUREK et al., 2018; MILINKOVIC et al., 2018)
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- Implantes dentérios (VARONI et al., 2018)

Biomateriais - Reconstituicdo 6ssea (LUNA-DOMINGUEZ et al., 2018; PIGHINELLI et al.,
2018)

- Encapsulamento de drogas e engenharia de tecidos(AHSAN et al., 2018)

- Efeito antienvelhecimento (ARANAZ et al., 2018)
Cosméticos - Produtos dentérios (WALCZAK et al., 2018; WIECKIEWICZ et al., 2017)
- Xampus e sprays capilares (BEUMER; DERKS; C MENDROK, 2014)

- Efeito foto protetor (ITO et al., 2014; KONG et al., 2018)

- Atividade antimicrobiana (CREMAR et al., 2018; PAKSERESHT et al.,
2019)

- Regeneracédo de ferimentos, estruturas 6sseas, membranas artificiais
(DHIVYA et al., 2018)

Saude - Promocéo da perda de peso (TRIVEDI et al., 2015)
- Auxilia na reducéo do colesterol (LUTJOHANN et al., 2018)

- Processo de coagulacdo-floculacdo (ADNAN et al., 2018; YOU et al.,

2017)
Tratamento de 4guas

- Adsorcéo de metais ibnicos e corantes (DESBRIERES; GUIBAL, 2018; EL
MOUADEN et al., 2018)

3.6.2 Quitosana microbiolégica

Atualmente, a fonte de quitina e quitosana mais explorada a nivel comercial é
a de carapaca de caranguejos e cascas de camarao, oriundos de residuos da industria
pesqueira que processa estes crustaceos (KALAIVANI et al., 2018; POVERENOV et
al., 2018). Porém, o processo de extracao destes polimeros utiliza a desacetilagdo
termoquimica que apresenta algumas desvantagens para a economia € 0 meio
ambiente (PEREZ-ALVAREZ; RUIZ-RUBIO; VILAS-VILELA, 2018).

Muitos estudos tém sido realizados para verificar a possibilidade de utilizac&o
da biomassa de fungos, principalmente da ordem Mucorales, como fonte alternativa
de quitina e quitosana (Tabela 3). A parede celular fungica é composta principalmente
por uma rede de moléculas interconectadas constituidas por proteinas, glucanas,
quitina, quitosana, lipidios e polifosfatos, que podem variar em quantidade e/ou

qualidade devido as condi¢cdes ambientais e caracteristicas intrinsecas de sua propria
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espécie (RUIZ-HERRERA, 2012). No entanto, a sintese de quitosana na parede
celular dos fungos ocorre devido a atividade da enzima quitin desacetilase (EC
3.5.1.41) sobre os residuos de quitina presentes na prépria parede celular (POSHINA
et al., 2018).

A obtencéo de quitina e quitosana a partir da biomassa micelial de algumas
espécies fungicas apresenta-se como uma alternativa viavel ao processo tradicional
pois requer menor custo de producdo e ocasiona menos poluicdo devido a néo
utilizacdo de altas temperaturas e solugdes alcalinas fortes (CASTELO et al., 2018;
RAMOS et al., 2018). Além disso, este processo ndo apresenta contaminagado por
proteinas, € independente dos fatores de sazonalidade e pode ser realizado em larga
escala, com facil controle do pH e da concentracao de nutrientes no meio fermentativo.
Também possibilita o reaproveitamento de substratos ou residuos agroindustriais
como fonte de carbono e nitrogénio no cultivo destes micro-organismos, em

substituicdo aos meios de cultura sintéticos de alto custo (RAMOS et al., 2018).

Tabela 2. Quantidade de quitina e quitosana produzida por diferentes fungos

Grau de
Micro- Biomassa Quitina Quitosana desacetilagdo Referéncia
organismo (%)
Mucor 20.7glL 500 64 mglg 83 FAIl et al., (2011)
circinelloides mg/g
. . 83.20 BERGER et al.,
Rhizopus arrhizus  24.60 g/L ma/g 49.31 mg/g 82 (2014)
Fomitopsis 30.11 KAYA et al.,
pinicola ND % 71.75 % 731 (2015)
CHENG et al.,
A. terreus 2.8 mg/L ND 58 mg/g 83,06 (2014)
G. lucidum 19.72 £ ND 83.23 +4.53 80,29 MESA et al.,
1.06 g/L mg/g (2015)
A. terreus 24.83 g/L 344.8 48.32 mgl/g 98 RAGAVENDRAN;
CBNRKR mg/g NATARAJAN,
KF529976 (2015)
M. indicus 0.09 g/g ND 0.45 g/g ND (SAFAEI et al.,
acucar parede celular 2015)
Benjaminiella 1lg ND 51+0,52 94,24 MANE et al.,
poitrasii (2017)
A. niger ND ND 0,96 95 ABDEL-GAWAD et

al., (2017)




Gomes, M. D. P. Potencial biotecnolégico de banana pacovan... 35

Neste sentido, algumas empresas tem utilizado a quitosana fungica devido a
gue perceberam seu potencial comercial. Essas empresas tem diversos usos para
este biopolimero, mais especificamente no campo da medicina. Entre as companhias
destacam: Kitozyme que é uma empresa belga pioneira na producdo de quitosana de
alta pureza e ndao animal e possui algumas patentes exclusivas nos processos de
producdo da quitosana. Além disso, InvivoGen, empresa americana que utiliza a
qguitosana como adjuvante vacinal para promover a adsorcdo de proteinas nas
superficies mucosas (BATISTA et al., 2018). Desse modo, a quitosana obtida a partir
de fungos se apresenta como um polimero promissor que pode ser produzido de forma

sustentavel e com utilidade préatica.

3.7 Polifosfatos

Os polieletrélitos sdo de grande importancia na biologia. O DNA, o RNA e as
proteinas pertencem a esta familia de polimeros. Da mesma forma, muitos
polissacarideos como a pectina e o alginato também sao polieletrélitos. Do ponto de
vista do fisico-quimico, o interesse nos polieletrélitos vem do fato de que a presenca
de uma carga permanente confere alguma estabilidade coloidal (CINI; BALL, 2014).
Essa carga pode ser neutralizada na interagdo com espécies de carga oposta,
favorecendo os processos de associacdo (STORNES; LINSE; DIAS, 2017).

Na grande familia de polielectrolitos os polifosfatos inorganicos sao polimeros
de residuos de ortofosfato (Pi) unidos por ligagdes de fosfo-anidro (P-O- P). Eles séao
frequentemente denominados "fosfatos condensados”, uma vez que sdo compostos
por varias unidades Pi (de trés até milhares) conectadas por pontes de oxigénio. Ao
contrario do polifosfato de cadeia longa, que € pouco solivel em 4gua, a maioria dos
polifosfatos sédo estaveis em solu¢des aquosas neutras mesmo a altas temperaturas.
Considerando sua estrutura quimica, estas moléculas sao divididas em trés classes:
fosfatos condensados ciclicos (também referidos como metafosfatos, PnOs™, cujo
membro mais simples é trifosfato ciclico), polifosfatos lineares (ou metafosfatos
lineares, PnOsn+1(™? -, cujo componente mais curto é tripolifosfato) e, por dltimo, os
polifosfatos ramificados ou ultraphosphatos (ALBI; SERRANO, 2016) (Fig. 6).
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Figura 6. Estruturas das trés classes estruturais de polifosfatos: (A) polifosfatos lineares; (B)
polifosfatos ciclicos ou metafosfatos, (C) polifosfatos ramificados ou ultraposfatos.

Estas moléculas possuem uma densidade de carga negativa alta e a sua
reatividade é comparavel com a do RNA e outros polianions por presentarem estrutura
analoga. Os polifosfatos inorganicos estao presentes em todas as formas de vida,
desde bactérias e fungos até plantas e animais. Em células procarioticas, podem ser
encontrados na superficie celular, no periplasma e na membrana plasmatica
(FERNANDES-CUNHA et al., 2018), enquanto em eucariotos unicelulares, é
tipicamente localizado em depdsitos de célcio &cido chamados acidocalcisomes. Nos
mamiferos, estes compostos podem ser detectados no cérebro, coracédo, figado, rins
e tecido pulmonar, bem como nas plaquetas e nas células osteoblasticas (AZEVEDO
et al., 2018).

Em geral, os procariontes e protistas sdo capazes de acumular polifosfatos em
taxas mais altas do que os eucariontes multicelulares (ALBI; SERRANO, 2016). Por
outro lado, a deficiéncia de fésforo suprime o crescimento e o desenvolvimento de
microrganismos, enquanto o seu excesso tem um efeito negativo na regulacdo do
metabolismo do fosfato. O conteldo intracelular do Pi é estritamente regulado. Os
microorganismos que vivem em ambientes variados possuem mecanismos de
adaptacao a deficiéncia e ao excesso de fosfato. Um desses mecanismos € o sistema
de transporte Pi, com diferentes afinidades e mecanismos de acgédo (KULAEV;
VAGABOV; KULAKOVSKA/ITA\, 2004; SOTO et al., 2018).

Outra via de adaptacédo microbiana as mudancas na acessibilidade do fésforo
no ambiente € a formacdo de compostos de reserva de fésforo, que sdo acumulados
ou utilizados sob excesso ou deficiéncia de fontes de fésforo no meio,
respectivamente. Estes compostos sdo de natureza quimica diversa e ndo apenas

desempenham o papel de reservas de fosforo relativamente inertes numa célula
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microbiana, mas também desempenham funcdes estruturais e reguladoras (SOTO et
al., 2018).

No caso particular dos fungos, uma quantidade substancial de polifosfato é
acumulada em vacuolos na forma de granulos osmiofilicos densos em elétrons,
também conhecidos como granulos metacromaticos ou de volutina. Ao mesmo tempo
este polimero tem sido descrito como parte dos componentes da parede celular
fungica (Tabela 3). Especificamente, no caso de fungos Mucorales se sugere possa
servir como um contra-anido para a quitosana carregada positivamente (WALKER;
WHITE, 2017).

Tabela 3. Composicéo bioquimica das paredes celulares de fungos Mucorales

Composicao bioquimica de paredes celulares (%)

Fungos
Mucorales Quitosana Quitina  Acgucares Proteinas Lipidios Polifosfato
neutras,
acido
urénico
Absidia 15.5 27.5 20.4 4.1 5.0 23.7
blaskeleana
Gongronella 13.4 28.0 16.5 4.2 14.1 18.7
butleri
Rhizopus 15.0 28.0 13.9 10.2 8.6 18.6
arrhizus
Mucor javanicus 10.0 28.0 14.8 13.1 18.8 12.6
Cunninghamella 10.8 28.2 22.0 6.9 7.6 22.7
elegans
Syncephalastrum 115 26.0 22.6 10.1 6.4 8.6
racemosum

Fonte: CAMPOS-TAKAKI; DIETRICH; BEAKES (2014)

Neste sentido, a citoquimica ultraestrutural foi usada com sucesso pela primeira
vez para identificar a localizacéo e distribuicdo de polifosfato no micélio de fungos
mucorais (CAMPOS-TAKAKI; BEAKES; DIETRICH, 1983). SHARI'A et al., (2002),
utilizando o método de citoquimica ultraestrutural descrito por Campos-Takaki et al.
(1983), encontraram a localizacdo e distribuicdo de polifosfato para Absidia

cylindrospora, Gongronella butleri e Mucor javanicus. Os autores mostraram que 0s
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zigomicetos estudados exibiram uma marcacdo de polifosfato citoquimico em

diferentes estruturas, bem como diferentes dependendo da espécie.

Por outro lado, apesar de que os dados sobre esse polimero em fungos ainda
nao sédo suficientes, tem sido descritas algumas aplicagdes interessantes. No caso da
relacdo do polifosfato e frente a metais pesados em fungos LIMA et al., (2013)
observaram em C. elegans a vacuolizacdo induzida por cadmio, a presenca de
depdsitos densos em vacuolos, citoplasma e membranas celulares, bem como o
comportamento das diferentes fracoes de polifosfatadas. Os autores sugeriram que
esses elementos foram associadas a tolerancia ao cadmio, e que esta espécie
demonstrou um maior potencial para a biorremediacdo de metais pesados.

Alternativamente, € possivel que esses mecanismos estejam relacionados ao

acumulo/degradacao do polifosfato como um processo de desintoxicacao.

Uma vez que as células fungicas sao ricas em polifosfatos (WAGHMODE et
al., 2014), e a participagdo destas moléculas também auxilia na desintoxicagdo de
metais pesados. O processo pode ser descrito da seguinte forma: o excesso de ions
de metais pesados leva a uma maior expressao dos genes que codificam os
transportadores de fosfato. Consequentemente, as células absorvem mais fosfato o
que resulta em maior acumulo de polifosfatos nas células da parede, vacuolos e
inclusdes citoplasmaticas. Assim, se formam complexos com ions de metais pesados,
contribuindo para a sua desintoxicacao (KULAKOVSKAYA, 2018).

De forma similar, a remocéo biol6gica avancada de fosforo é outra tecnologia
amplamente pesquisada, que tira proveito de um processo biolégico em um método
de digestdo em duas etapas. Na primeira etapa, que acontece em um tanque
anaerobio os organismos que acumulam polifosfato intracelular, utilizam o polimero
como fonte de energia e absorvem carbono no ambiente circundante, sintetizando e
acumulando polihidroxialcanoatos nas células. Na segunda etapa, que € um processo
aerobico, os micro-organismos consomem o PHA como fonte de energia e removem
P em niveis significativos, armazenando-o nas células na forma de polifosfato (CINI;
BALL, 2014).

Em comparacdo com bactérias, os fungos filamentosos tém a vantagem de

serem faceis de colher devido ao crescimento de micélio destas células. Por tanto,
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esses micro-organismos apresentam um maior potencial na recuperacao de fésforo
(ALBI; SERRANO, 2016).

3.8 Dessalinizacao

A agua é um recurso crucial para a sobrevivéncia e crescimento de vida, bem
como sustentar o meio ambiente. No entanto, a vasta a maioria da agua na terra é
muito salgada para uso humano. A dessalinizagdo € um processo fisico-quimico de
retirada de sais da agua, tornando-a doce ( Gleick, 2000]. Agua, com um contetdo de
so6lidos dissolvidos (sal) abaixo de 1000 mg/ L, é considerado aceitavel abastecimento
de 4gua em uma comunidade (Buros, 2000). Para tanto, diversas tecnologias séo
utilizadas para que a dessalinizacdo de aguas salgadas ou salobras aconteca,

incluindo principalmente processos de membrana.

Atualmente o método de dessalinizacdo predominante € a osmose reversa
(PORTO et al., 2001), devido, principalmente, a simplicidade e a robustez do
equipamento, aos baixos custos de instalacédo e operacdo, associados a capacidade
de tratar volumes baixos ou moderados de agua bruta. A osmose reversa € uma
dessas tecnologias mais bem utilizadas na atualidade que esta baseada no efeito da
pressdo da agua sobre uma membrana polimeérica, através da qual a agua ira passar
e os sais ficardo retidos, no entanto grande quantidade de membranas sao
descartadas, gerando problema ambiental (CELLI, 2017, RODRIGUEZ et al., 2002).
Todas as tecnologias existentes produzem a agua doce, porém o que diferencia as
mesmas Sao 0S seus custos e estes variam influenciados por fatores como custo de
energia, tamanho da planta, qualidade da 4gua abastecida, automacao, controle, etc
(ZHOU, 2005).

Os custos de dessalinizacdo de agua salobra € 1/3 menor que a dessalinizacdo
da agua do mar e a localizacao da planta afeta diretamente os custos de tratamento
do residuo (salmoura), uma vez que este residuo deve ser tratado antes do descarte
para ndo afetar o meio ambiente (MEDEIROS, 2018), Plantas de dessalinizacao
afastadas da regido costeira possuem um maior custo no tratamento de seus
residuos, pois ndo dispdem da possibilidade de utilizar-se do mar para captacdo da
agua salgada e diluicdo de seus rejeitos (HENTHORNE, 2009), o uso da fonte de
energia afeta significativamente os precos praticados para obtencdo de uma agua de

boa qualidade.
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Em 1952 o Chile construia o seu primeiro destilador acompanhado da Gra-
Bretanha em 1965. No Brasil em 1987 a Petrobras iniciava seu programa de

dessalinizacdo para atender as suas plataformas maritimas (CELLI, 2017).

Adessalinizacdo € uma tecnologia de alto custo pelo alto consumo de energia,
que visa a producdo de dgua doce como osmose reversa e destilacdo e a utilizagédo
de produtos quimicos, sua qualidade, no entanto depende do local a ser retirada. A
escolha de um sistema de dessalinizacdo depende da finalidade do uso da agua, da
concentracdo de sais da agua bruta, das taxas de vazao da fonte de agua bruta, da
capacidade da central de dessalinizacdo, além de outros fatores relacionados com o
local de implantacédo (CNPq, 2014). No Brasil, em 2004 o Ministério do Meio Ambiente
(MMA) com o objetivo de investir em sistemas de dessalinizacdo lanca o Programa
Agua Doce (PAD) para o abastecimento das comunidades do semiarido no Nordeste
e do norte de Minas Gerais, locais onde existem dois problemas, a disponibilidade da
agua é baixa e a salinidade das aguas subterraneas elevada.

3.8 Efluentes téxteis

Em um cenario de crescimento econémico médio, as necessidades industriais
globais de 4gua aumentarédo de 800 bilh6es de metros cubicos em 2009, e se prevé
um incremento de 1 500 bilhdes de m3 até 2030. Os levantamentos industriais
respondem por 16% da demanda global de hoje e espera-se que tenham
incrementado 22% em 2030 (VAIJNHANDL; VALH, 2014). Nesse contexto, a industria
téxtil representa um importante setor na economia brasileira e mundial. Entretanto,
caracteriza-se pelo alto consumo de 4gua durante seu processo produtivo além de ser
conhecida por ser uma das principais contribuintes para a poluicdo ambiental
(HOSSAIN; SARKER; KHAN, 2018; LEI; SU; ZHENG, 2018). Isto é principalmente
devido aos efluentes do tingimento que sédo altamente poluidos e tém alta demanda

de oxigénio, cor, carga de sal entre outras substancias.

No processamento téxtil, a agua € um dos insumos mais significativos em
etapas como: o pré-tratamento, tingimento e acabamento. O consumo especifico de
agua é relatado para variar 3-932 L/kg produto dependendo do tipo de fibra, técnicas
aplicadas e tecnologias (OZTURK; CINPERI, 2018; VAIJNHANDL; VALH, 2014). O

maior inconveniente esta relacionado a liberacdo dos corantes néo fixados e nao
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degradados pelos processos convencionais de tratamento. No processo, 0s corantes
reagem com os ions hidréxido presentes no banho aquoso sob condicbes de pH
alcalino. Isso produz um corante hidrolisado nao reativo que permanece tanto no
banho quanto na fibra. De modo que para obter os niveis requeridos de resisténcia a
lavagem, € necessario remover todo o corante ndo reagido e hidrolisado (n&o fixado)
da fibra. Cerca de 50% do custo de tingimento esta relacionado ao tratamento de
lavagem e efluentes (MOHSIN et al., 2013).

A eficiéncia de fixacdo do corante esta tipicamente na faixa de 50 a 80%; isto
€, 20 a 50% do corante necessario para atingir a profundidade de cor desejada é
descarregado para o ambiente (KHATRI et al., 2015). Mesmo em concentragdes muito
baixas (1 mg.L?) os corantes podem ser altamente visiveis e indesejaveis, podendo
provocar uma poluicdo estética e perturbacdo dos ecossistemas aquaticos
(DELLAMATRICE et al., 2017). Considerando que os corantes téxteis possuem meia-
vida elevada, sua presenca no ambiente pode persistir por longos periodos e o tempo
que seus efeitos continuam a serem sentidos pode superar décadas (NATARAJAN;
BAJAJ; TAYADE, 2018; THAKUR; CHAUHAN, 2018).

Apds serem descarregados nos corpos hidricos, os efluentes contendo os
corantes podem afetar a atividade fotossintética através da reducdo da penetracdo da
luz, bem como ser toxicos para 0S organismos aquaticos por conterem em sua
composicdo metais, cloretos e compostos aromaticos, dentre outros (MASILOMPANE
et al., 2018; MOR et al., 2018). Os corantes téxteis podem permanecer por 50 anos
nos ambientes aquaticos, ocasionando o desequilibrio desses ecossistemas e a vida
no seu entorno. Além disso, os produtos de degradacdo desses compostos no
ambiente aquatico podem ser ainda mais nocivos que 0S pigmentos originais
(OLIVEIRA et al., 2018; SAINI, 2018).

3.8.1 Corantes

Os corantes sao compostos aromaticos que podem ser divididos em dois
grupos principais com base na sua sintese, isto €, corante natural e sintético (TAHIR;
YASMIN; KHAN, 2016). No caso dos corantes sintéticos, sdo amplamente utilizados
em varias industrias importantes, como a de couro, papel e téxtil. Além disso, calcula-

se que anualmente, uma producdo de 700 000 toneladas de corantes das quais, 100
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000 sdo comercialmente acessiveis. No caso da industria téxtil estima-se uma
guantidade de aproximadamente 10 000 toneladas de uso por ano em todo 0 mundo
(KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018).

Os corantes téxteis sdo compostos organicos com estruturas moleculares
complexas, formadas por um ou mais grupos cromoforos (azo, antroquinona, nitro,
etc), responsaveis pela cor do composto através da absor¢cdo de uma parte da energia
radiante e grupos auxiliares que propiciam sua afinidade pela fibra téxtil (TANG; LO;
KAN, 2018). Embora os grupos cromoforos fornegam cores as substancias, a
intensidade ou brilho da cor depende de um ou mais grupos quimicos, denominados
auxocromos. Grupos auxocromos sao grupamentos saturados que quando ligados a
um croméforo modifica o comprimento de onda para a intensidade maxima de

absorcéo, promovendo a intensidade da cor (FRANCO et al., 2018).

Segundo GURSES et al. (2016) os diversos corantes utilizados podem ser
classificados de acordo com sua estrutura quimica (antraquinona, azo, etc) ou de
acordo com o meétodo pelo qual ele é fixado a fibra téxtil. Os grupos auxiliares
controlam a fixacdo da molécula cromofora ao substrato e constituem a base para que
ocorra a divisdo em categorias. A Tabela 4 resume as diferentes classes de corantes

téxteis e suas principais caracteristicas.

Dentre varios grupos cromoforos utilizados atualmente na sintese de corantes
0 mais representativo e largamente empregado pertence a familia dos azo corantes,
gue se caracterizam por apresentar um ou mais grupamentos —N=N- ligados a
sistemas aromaticos. Os azo corantes representam cerca de 60% dos corantes
utilizados no mundo, sendo extensivamente utilizados no tingimento de fibras téxteis
(EYMANN et al., 2018; YU et al., 2018).

Em virtude de sua natureza quimica, de seu tamanho e de sua estrutura
molecular, os corantes azo reativos apresentam baixa biodegradabilidade aos
processos bioldgicos convencionais (lodos ativados). Estes corantes sao deficientes
em elétrons e essa propriedade faz com que sejam pouco susceptiveis ao catabolismo
oxidativo bacteriano (DIXIT; GARG, 2018; HAMEED; ISMAIL, 2018). Além disso, sua
natureza hidrofilica faz com que passem através do sistema aerdbio sem alteracéo.

Entretanto, sob condi¢cdes anaerdbias, a descolorizacéo do corante pode ser realizada
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pela reducdo do grupamento azo (N=N), gerando compostos que podem ser mais
toxicos e mutagénicos que o corante original (CHEN et al., 2018a; JAYAPAL et al.,
2018).

Tabela 4. Classificacao dos corantes téxteis, caracteristicas, tipo de ligacdo com a fibra e o

grau de fixacao

Classe de o Tipo de ligacao e fibra Grau de
Caracteristicas L L
corante de aplicacao fixacdo (%)
_ Anibnico, alta Ligacao covalente,
Reativo N L . 60-90
solubilidade algodao, viscose, la
_ Anibnico, alta Ligacao ibnica, algodao
Direto - _ 70-95
solubilidade e viscose
Coloidal apoés L
. Precipitagéo in situ do
y reagao .
Azoico ] corante na fibra, 95-97
com a fibra, . _
_ ) algodéo e viscose
insoluvel
o Anibnico, alta Ligacao idnica, nylon e
Acido N . 80-93
solubilidade &
Coloidal ap6s L
. Precipitacao in situ do
. reacao _
Vat ou a Cuba ) corante na fibra, 80-95
com a fibra, . .
_ ] algodao e viscose
insolavel
Coloidal apoés L
. Precipitacao in situ do
reacao _
Enxofre _ corante na fibra, 60-90
com a fibra, . .
. ] algodéo e viscose
insolavel
_ . Impregnacao coloidal e
Dispersao . y
) . ] adsorcao, poliéster,
Disperso coloidal, baixa ) - 80-92
. nylon, fibras acrilicas,
solubilidade
acetato de celulose
Pré- Anibnico, baixa Ligacdo ibnica, nylon e 90.98
metalizados solubilidade &

Fonte: Modificado de Pereira, (2012)



Gomes, M. D. P. Potencial biotecnolégico de banana pacovan... 44

3.8.1.2 Corante Preto de Remazol B

O Preto de Remazol B (PRB), também conhecido como Reativo Preto 5 € um
corante cuja massa e formula molecular sdo 991,82 g-mol-! e CzsH21NsNasO19Se,
respectivamente. Ele apresenta comprimento de onda de maxima absorcéo é de 597
nm. Esse corante é classificado como azo reativo, uma vez que apresenta como grupo
reativo a sulfatoetilsulfonila e como grupo cromaoforo o grupamento azo (KARDI et al.,
2016; SHESHMANI; FALAHAT; NIKMARAM, 2017) (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura molecular do corante Preto de Remazol B. Fonte: (DURSUN et al.,
2013)

O PRB é um dos corantes mais utilizados no processo de tingimento do
algodao, no qual para cada kg de algodao é utilizado em torno de 40 g do corante
dissolvidos em 70 a 150 L de agua (KODAL; AKSU, 2017). Contudo, um problema no
processo de tingimento utilizando este corante é que parte dele é descartada no
efluente, j& que o corante ndo se fixa as fibras completamente. Isto se deve a reacao
de competicdo entre o grupo reativo vinilsulfona com as fibras e a reacéo de hidrélise
do grupo produzindo o 2-hidroxietilsulfona que ndo reage com as fibras (MEHDI
BANESHI et al., 2016).

Sendo assim, a forma hidrolisada do PRB é geralmente encontrada nos
efluentes, o que é preocupante. Dai que entre as alternativas investigadas para sua
remocdo, a utilizacdo de biomassa fungica tem chamado a atencdo dos
pesquisadores. ESTEVAM et al., (2015) utilizaram a biomassa obtida a partir de
Cunninghamella elegans UCP 542 como biossorbente em diferentes tratamentos
fisico-quimicos e avaliaram sua eficiéncia na remocao de Reactive Black (B). Os
autores observram que as interacdes fisicas e quimicas, corante-biossorvente e as
propriedades acido-base da superficie da biomassa de tiveram um papel essencial no

mecanismo de adsorc¢éo. De igual forma, a remoc¢do do mesmo corante foi avaliada



Gomes, M. D. P. Potencial biotecnolégico de banana pacovan... 45

por KODAL e AKSU (2017) com biomassa inativa de R. arrhizus e concluiram que o
mesmo foi um bissorsorvente eficaz. Porém, o pH no qual ocorre a maxima biossorgao
do corante aniénico pode ser aumentado adicionando pequenas quantidades do
agente tensioactivo catiénico brometo de cetiltrimetilaménio. Por outro lado,
SUDIANA; SASTRAWIDA; SUKARTA (2018) compararam a efetividade de remocéao
do PRB utilizando enzimas ligninoliticas de Ganoderma sp. bem como a biomassa.
Eles observaram que a condicdo 6tima de pH para a descoloracdo a partir da
biomassa foi de 6, enquanto para as enzimas ligninoliticas brutas foi de 4, com
eficiéncias de 89,23% e 90,82%, respectivamente. Desse modo eles concluiram que
a enzima ligninolitica desempenha importante papel na remocéo do corante, na qual

a eficiéncia depende do pH.
3.9 Métodos de tratamento dos efluentes téxteis

A busca por tecnologias adequadas para o tratamento dos efluentes téxteis tem
sido um desafio nos ultimos tempos tanto para as industrias téxteis quanto para
empresas de tratamento de aguas residuais, uma vez que a Legislagdo ambiental tem
se tornado cada vez mais rigida (RAJORIYA et al., 2018).

Pode-se dizer que ndo existe um meéetodo de tratamento que seja
completamente eficaz na remocao dos corantes téxteis diante da complexidade e
diversidade desses compostos presentes nos efluentes (ROY et al., 2018). A forma
mais adequada de tratamento é através da adocao de métodos combinados, uma vez
gue cada método apresenta suas vantagens e limitacdes. A escolha de cada método
vai depender ainda de diferentes fatores como o tipo de corante a ser removido e sua
concentragcdo, a composicao do efluente e o destino dos subprodutos formados,
dentre outros (HAYAT et al., 2015; KAYKHAII; SASANI; MARGHZARI, 2018).

Tratamento quimicos, fisico-quimicos e biologicos, incluindo precipitacdo
guimica, adsorcdo, bioabsorcédo, microfiltracdo, osmose reversa, coagulacao, troca
ibnica, métodos eletroquimicos, separacdo por membranas, entre outros, tém sido
utilizados, especialmente, para remover 0s corantes e 0s metais pesados presentes
nos efluentes industriais. Contudo, os meétodos quimicos e fisico-quimicos de

tratamento apresentam algumas desvantagens como custo elevado, alto consumo de
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energia elétrica e utilizacdo de grande quantidade de produtos quimicos (AHMAD et
al., 2015; HOLKAR et al., 2016).

3.9.1 Métodos biolbgicos

Os processos bioldgicos sdo mais econdmicos em relacdo aos demais
tratamentos, sendo empregados pela industria téxtil ha mais de 150 anos. O processo
de tratamento por lodo ativado € o método biolégico mais utilizado atualmente para o
tratamento dos efluentes téxteis. Essa técnica consiste em manter em constante
agitacdo o efluente na presenca de micro-organismos e oxigénio em unidades
chamadas de tanques de aeracdo (ABIDIN et al., 2017; CUI et al., 2017). Apés essa
etapa, ocorre a separacao por sedimentacao do lodo ativado e do efluente tratado em
decantadores. A alta eficiéncia deste sistema é em grande parte devido a recirculacao
de lodo do decantador para o tanque de aeracdo, mantendo assim uma alta
concentracdo de biomassa (micro-organismos) durante todo o processo (HADDAD et
al., 2018).

O método de tratamento por lodos ativados é eficaz na redugdo da matéria
biodegradavel e de sélidos suspensos, mas ineficiente na remocdo da cor,
principalmente dos corantes reativos. Além disso, 0 processo de biodegradacao
incompleta dos corantes téxteis pode levar a formacédo de metabdlitos secundarios
indesejaveis, que ndo sao facilmente degradados no processo de lodo ativado,
acarretando no aumento da toxicidade desses efluentes (CHEN et al., 2018b; POPLI;
PATEL, 2015). Outro inconveniente desse processo € a geracdo de grande
guantidade de lodo que pode ocasionar problemas de contaminacdo ao meio
ambiente, necessitando de novo tratamento para sua disposi¢céo adequada. E por fim,
devido a baixa biodegradabilidade dos corantes, o processo de tratamento bioldgico
convencional ndo tem se mostrado muito eficiente no tratamento das aguas residuais
da induastria téxtil (TARKWA et al., 2018).

Diante dessas limitagbes, outros meétodos bioldgicos inovadores tém sido
investigados baseados na selegcédo de micro-organismos selecionados para degradar
corantes em efluentes téxteis (FANG et al., 2016; HAMEED; ISMAIL, 2018). Diversos
autores tém mostrado que 0s micro-organismos sédo capazes de descolorir com

eficiéncia uma variedade de corantes com total remocéo de cor, em alguns casos
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dentro de algumas horas (BAETA et al., 2015; KRISHNAMOORTHY et al., 2018;
LADE et al., 2015; SABA et al., 2015; SEN et al., 2016).

Fungos basidiomicetos ou fungos da podriddo branca sé&o exemplos de
microrganismos com alta capacidade de degradacdo associada a producdo de
enzimas extracelulares. Essas enzimas possuem baixa especificidade para o
substrato, podendo ser utilizadas para o tratamento de residuos de caracteristicas
variadas como os residuos téxteis. As principais enzimas envolvidas nos processos
de degradacao sao lacases, lignina peroxidases e manganés peroxidases (HASSAN
et al., 2018; HOLKAR et al., 2016; SINGH; SINGH; SINGH, 2015).

Apesar dos tratamentos utilizando esses fungos apresentarem bons resultados,
ainda ndo se encontrou uma aplicacdo pratica dessa técnica, principalmente devido a
dificuldade de selecionar micro-organismos capazes de crescerem e se manterem
ativos nas condicdes adversas das aguas residuais (ASSES et al., 2018; BANKOLE
et al., 2018; BANKOLE; ADEKUNLE; GOVINDWAR, 2018). A escassez de nutrientes,
as altas concentracdes de sais, de corantes, de detergentes e de metais pesados
encontrados nos efluentes podem ser considerados como 0s principais fatores
limitantes para aplicacdo das técnicas utilizando fungos vivos (HE et al., 2018;
MAGANHA; BACKHAUS; CORSO, 2018).

A busca por tecnologias eficientes e por processos mais econbémicos de
tratamento tem reconhecido a adsorcao/biossor¢do como uma alternativa viavel para
a remocao de contaminantes das aguas residuais (ALMEIDA; CORSO, 2018a;
KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018). Esse método tem sido bastante empregado
por ser mais vantajosa quando comparada com outras técnicas de tratamento, em
termos de custos iniciais, facilidade de aplicacdo, insensibilidade a poluentes tdxicos
e por ndo formar substancias toxicas (CRINI et al., 2018). Também, pode ser utilizada
para remover diferentes tipos de materiais utilizados na industria para a coloracéo dos
tecidos, especialmente aqueles que ndo sao facilmente biodegradaveis (KARTHIK et
al., 2018; PRZYSTAS et al., 2018).

A adsorcéo caracteriza-se pela acumulacdo ou captacdo das substancias
guimicas por meio de ligacdes de superficie e independe de energia e atividade. Em

geral os fenbmenos adsortivos sdo classificados em dois tipos: adsor¢cédo fisica



Gomes, M. D. P. Potencial biotecnolégico de banana pacovan... 48

(fisissorcao) e adsorcado quimica (quimissorcao). Se a atracdo entre a superficie e a
molécula é de natureza fisica, o processo € classificado como adsorcao fisica,
resultando em um processo rapido e reversivel (FALLAH-ARAGHI et al., 2014). Nesse
caso, o adsorvato se mantém ligado a superficie por forcas de van der Waals, além
de forcas eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio. Por outro lado, no processo de
adsorcdo quimica ocorre uma reacao entre a substancia adsorvida e a superficie
sélida com a formacéo de ligac6es quimicas geralmente covalentes, sendo mais dificil
sua remocao (UDDIN, 2017).

Dentre os materiais adsorventes empregados, o carvao ativado é o material
mais utilizado e que geralmente apresenta a maior eficiéncia de remocé&o dos corantes
presentes nas aguas residuais (GAO et al., 2015). O carvao ativado normalmente é
obtido de materiais com um alto teor de carbono e sua capacidade elevada em
absorver corantes esta relacionada com sua alta porosidade e suas caracteristicas
estruturais que lhes confere uma grande area superficial. Além disso, o carvao ativado
pode ter suas propriedades de adsorcdo facilmente aumentadas a partir de
tratamentos quimicos (MANEERUNG et al., 2016).

Apesar de sua alta capacidade em adsorver os corantes téxteis o método de
tratamento utilizando carvdo ativado apresenta custo elevado. Além disso, esse
processo produz efluentes adicionais e gera grande perda do material adsorvente
empregado (KHAMPARIA; JASPAL, 2017). Apés a utilizagdo o carvdo ativado se
torna esgotado, ndo sendo capaz de adsorver mais corantes, havendo a necessidade
de ser regenerado para posterior utilizacdo. A regeneracdo tanto quimica quanto
térmica desse material acrescenta ainda mais custos ao processo e € impraticavel em
larga escala. Além disso, a regeneracdo pode ocasionar a perda da capacidade de
adsorcao do carvao ativado (MARKANDEYA, 2017).

O processo de adsorcdo pode ser considerado como uma alternativa
promissora em processos de descontaminagcdo da dgua se os adsorventes forem de
custo reduzido e ndo exigirem um pré-tratamento antes de sua aplicagdo (CRINI et
al., 2018). Diante disso, a adsorc¢ao utilizando materiais de baixo custo tem sido alvo
de muitos estudos nas ultimas décadas na busca de se encontrar uma técnica
economicamente viavel para o tratamento das 4guas residuais. Adsorventes de baixo

custo sdo materiais pouco processados e que sdo encontrados em abundancia na
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natureza ou como subproduto do processamento industrial (DE GISI et al., 2016;
SHANKER; CHINNIAGOUNDER, 2017).

Diferentes adsorventes de baixo custo como materiais naturais, residuos
agricolas e industriais vém sendo investigados a fim de se encontrar uma alternativa
ao uso do carvao ativado (SINGH et al., 2017). No entanto, esses adsorventes
apresentam capacidade reduzida de adsorcao dos corantes e necessita-se de grande
guantidade desses materiais no processo de tratamento (PANDEY et al., 2018).
Diante disso, outras pesquisas sao necessarias na busca de novos adsorventes que
sejam econbmicos, eficazes e facilmente disponiveis (DAI et al., 2018; SINGH et al.,
2017).

3.9.1.1 Biossorc¢ao de corantes utilizando biomassa microbiana

A biossorcao é o processo que emprega materiais biolégicos como biomassa
microbiana para a acumulacdo de substancias organicas e inorganicas a partir de
solucdes diluidas. Inicialmente as pesquisas sobre biossorcdo se concentravam em
utilizacdo de materiais biolégicos para remog¢do de metais e posteriormente foram
realizados estudos para sua aplicacdo na remocédo de substancias organicas,
incluindo os corantes téxteis (ALMEIDA; CORSO, 2018a).

Uma ampla variedade de micro-organismos, incluindo bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, € utilizada para a biossor¢cdo de diferentes corantes
sintéticos (BHAGAVATHI-PUSHPA et al., 2016). A superficie da parede celular
desses microrganismos lhes permite adsorver os compostos independente de
atividade metabdlica, ocorrendo tanto em células microbianas viaveis quanto
desnaturadas. A descoloracéo de corantes por biomassa envolve varios mecanismos
complexos como quelacdo, complexacdo, adsor¢do quimica e fisica,
microprecipitacdo, permuta ibnica e interacdo eletroestatica. No entanto, poucas
informacdes estdo disponiveis sobre essas interacfes, necessitando-se mais estudos
para confirméa-las (ALMEIDA; CORSO, 2018a; GUPTA et al., 2015).

A utilizacdo de fungos em processos de biossor¢cdo vem sendo bastante
empregada devido seu baixo custo e alta disponibilidade de material biolégico, que
pode ser produzido de forma simples e através de meios de crescimento baratos. A

7

capacidade de regeneracdo da biomassa microbiana também é uma vantagem
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guando comparado a outras fontes de adsorventes ndo renovaveis como a turfa ou o
carvao ativado granular (SEN et al., 2016). O mecanismo de biossorcéo envolve uma
fase sélida (biossorvente) e uma fase liquida (solvente) que contém as substancias a
serem adsorvidas (corantes, metais, etc.). Como o0 adsorvente apresenta maior
afinidade para os produtos de adsorgéo, ocorre uma atracao desses compostos para
a superficie desses materiais (YAGUB et al., 2014). Assim, 0 processo prossegue até
atingir o equilibrio entre a quantidade de substancias ligadas aos sélidos e a sua
porcdo restante na solucdo. Esse processo ocorre de forma rdpida e eficiente, é
inespecifico para muitos tipos de corantes com estruturas quimicas diversas e pode
ser utilizado no tratamento de diferentes tipos de efluentes téxteis (GONG et al., 2018;
KAMAZ et al., 2018).

O processo de biossorgéo se inicia com a difusdo do composto adsorvido para
a superficie da célula microbiana. Em seguida, de acordo com a afinidade quimica,
ocorre a ligacdo desse composto a superficie celular. Esse processo normalmente
ocorre de forma rapida e é reversivel (KAMAZ et al., 2018). As interacdes entre 0s
corantes téxteis e a biomassa microbiana irdo depender da estrutura quimica do
corante e da sua especificidade para cada microrganismo. Assim, pode-se dizer que
determinados corantes apresentam uma afinidade particular para algumas espécies
de microrganismos. Diante disso, diferentes taxas de remocdo poderdo ser
observadas durante o processo de adsor¢cdo dependendo do micro-organismo e do
corante utilizado (ESPINOSA-ORTIZ et al., 2016; KABBOUT; TAHA, 2014).

O tratamento dos efluentes pela técnica de biossorcdo utiliza células
microbianas e é mais vantajoso quando comparado a sistemas de tratamento que
utilizam enzimas isoladas, uma vez que a purificacdo dessas enzimas apresenta custo
elevado. Nesse método a célula pode ainda oferecer protecdo para as enzimas
durante todo o processo. Além disso, os resultados obtidos a partir da utilizacao das
células inteiras no tratamento dificilmente seriam encontrados ao se utilizar enzimas
extraidas individualmente (CRINI, 2015; KAYKHAII; SASANI; MARGHZARI, 2018).

A maioria dos estudos se concentra na biodegradacdo ou bioadsorcao
utilizando fungos em crescimento. No entanto, mais estudos sdo necessarios em
relacdo ao emprego de biomassa inativa (ESPINOSA-ORTIZ et al., 2016; ZHANG et
al., 2016). A utilizacdo de biomassa a partir de células mortas apresenta como
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principal vantagem a possibilidade de sua utilizacdo quando as condi¢coes do meio
sdo muito toxicas, ou seja, quando ndo sao favoraveis para o crescimento e
desenvolvimento de uma populacdo microbiana. Além disso, o uso dessa técnica
elimina a necessidade de fornecimento continuo de nutrientes, bem como elimina
possiveis problemas de toxicidade dos poluentes aos micro-organismos (CRINI et al.,
2018).

A biomassa de células mortas pode ser reutilizada durante varios ciclos do
tratamento e armazenada por longos periodos a temperatura ambiente sem que
ocorra perda do material. O tratamento a partir de células mortas apresenta ainda
facilidade de aplicacdo e eficiéncia de adsorcdo igual ou superior as células em
crescimento (ALMEIDA; CORSO, 2018b; FOMINA; GADD, 2014).
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Abstract

The fungi are one the most important organisms considering the high biotechnological interest in the world,
particularly the Mucoralen Order related to the presence of chitin and chitosan in cell wall. The aim of this study
was the biotechnological production of total carbohydrates, chitosan and lipids by Cunninghamella echinulata
isolated from soil of the Caatinga, Pernambuco, (Brazil). The production was performed by submerged fermentation
in Erlenmeyer flasks of 250mL containing basal medium. The green banana flour and corn steep liquor were added
to the basal medium according with the concentration of the Composite Central Design (CCD) of 22. The
fermentation was carried out during 96 h. After this time, the biomass was obtained by filtration and freeze dried
and evaluated the amount. The chitosan extraction was performed from biomass using the deproteination with
sodium hydroxide 1M (p/v), the determination of total lipids was extracted using chloroform: methanol and total
carbohydrates were determined by phenol sulfuric method. The chitosan characterization was performed by FTIR
showed the functional groups characteristics of chitin and calculated the degree of deacetylation. The results
showed that in the medium constituted by 1% corn steep liquor and 5% green banana flour in pH 7 and the maximum
production of biomass and chitosan corresponding to yields of 11.643 g/L and 154 mg/gof biomass, respectively.
The content of the total lipids of biomass was corresponded the 49.7%. The degree of deacetylation of the chitosan
was 62.3 %. In this study it was possible to show that C. echinulata has the capacity to metabolize green banana
flour and corn steep liquor, as low cost sources of nitrogen and carbon for chitosan and lipids productions
simultaneously.

1. Introduction

The biotechnological processes in sustainable industrial perspectives use agroindustrial residues for formulation of
alternative means, in special for the production of secondary metabolites by microorganisms (Accorsini et al., 2012;
Antunes et al., 2013; Yazid et al., 2017). Moreover, this market shows promise for attracting interest in the study of
lipid metabolism and production of chitosan and total carbohydrates by microorganisms (Meng et al., 2009;
Castanha, 2012).

Chitosan is a linear polymer obtained from deacetylation of chitin (Santos et al. 2003; Berger et al, 2011). The
sources of chitin and chitosan are obtained commercially from shrimp, clams, crabs and lobsters (Cardoso et al.,
2007). However, the acquisition, the industrial isolation of the polymer is limited by some problems such as
seasonal, environmental pollution (Berger et al., 2011). The chitosan obtained from microorganisms has excellent
biocompatibility, low toxicity to humans and animals, high bioactivity, biodegradability, deacetylated amino group
reactivity, selective permeability, polyelectrolyte activity and antimicrobial activity (Synowiecki and Al-Kateeb, 1997;
Dutta et al., 2004). On the other hand, the lipids are of high industrial interest and has have a similar composition
and energy value to vegetable and animal oils, but as lipid producers micro-organisms do not compete for food
resources, especially if the source of carbon is low-cost, as raw materials, byproducts and surplus, presents great
rapidity of generation, and its production is not subject to cyclical climatic and seasonal variations, requires smaller
area of production and better control of production and the product (Beopoulos et al, 2011; Rossi et al., 2011).
The scientific advance allowed for now in more detail the physical-chemical properties of carbohydrates, resulting
in the exploration of these characteristics in several industrial processes, such as in the food and pharmaceutical
areas (Pomin and Mouré&o, 2009).

The objective of the present study has investigate the ability of C. echinulata in chitosan, lipid and carbohydrate
production, simultaneously, in medium alternative constituted by green banana flour and corn steep flour.
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2. Material and Methodos
2.1 Microorganism and Culture conditions

Cunninghamella echinulata UCP 1297 was kindly obtained from Culture Collection UCP (Catholic University of
Pernambuco), registered in the World Federation for Culture Collection (WFCC). The strain of C. echinulata was
maintained at 5° C in Synthetic Medium for Mucorales (SMM) described by Hesseltine and Anderson (1957) and
was transferred to a new culture medium each four months.

2.2 Substrates
The substrates used were the green banana flour produced by the industry of natural products (Brazil) and the corn
steep liquor kindly provided by the corn products industry located in Cabo de Santo Agostinho-PE, Brazil.

2.3 Biomass production

Sixty discs of 8 mm diameter containing sporangioles from Cunninghamella echinulata were transferred to
Erlenmeyer flasks of 500 mL capacity, containing 300 mL of medium contained of NH4NOs (0.1 g), H2PO4 (0.02
0), MgS0s4 (0.02 g), 4% NaCl and pH 7. The green banana flour and corn steep liquor were added in this medium
according with concentrations established by the Central Composite Design (CCD). The flasks were incubated
orbital shaker of 150rpm, at 28°C, during 96 hours. (Berguer et al, 2011).

2.4 Central Composite Design (CCD)

The validation of biomass produced by Cunninghamella echinulata was statistically evaluated by the influence of
carbon and nitrogen sources under conditions established by central Composite Design - CCD of 22 (Table 1). From
Pareto diagram was performed the analysis of the effects and interactions between concentration of green banana
flour and corn steep liquor. The response variable was biomass yield. The data obtained in the experiments were
analyzed in STATISTIC Program version 7.0 of StatSoft Inc., USA.

Table 1 .Factors and levels of Central Composite Design (CCD) of 22 for the production of biomass by
Cunninghamella echinulata

Factors Levels
-1 0 +1
Corn steep liquor (%) 1.0 2.5 4.0
Green banana flour (%) 2.0 3.5 5.0

* Fixed values: pH 7,

2.5 Determination of biomass yield

The biomass was filtered and washed twice with distilled water, submitted to the lyophilisation process and
maintained in vacuum desiccator, and then macerated and weighed for determine the yield by gravimetry
(Goksungur, 2004; Andrade et al 2016).

2.6 Determination of pH 7
The determination of pH was performed in the cell free metabolic liquid using the Orion potentiometer (model 310).
2.7 Extraction of lipids

The analysis of the total lipids were extracted according with the method described by Manocha et al., (1980).
Samples containing 1.0 g of lyophilized biomass were subjected the successive extractions of lipid during three
times with chloroform: methanol (2:1; 1:1; 1:2 v/v). The material was vortexed during 5 minutes and then
homogenized. The extracts were collected and evaporated in the rotoevaporator. Then 2 mL of hexane was used
to recover the lipids, which were then evaporated under nitrogen atmosphere and kept in desiccator up to constant
weight. The amount of lipids was determined by gravimetric method using the formula: (%) = total lipids lipid dry
weight in grams (g) / weight of sample (g) x 100.

2.8 Extraction of chitosan

Chitosan was extracted from biomass of Cunninghamella echinulata according with method of Jin Hu (1999) by
deproteinization of lyophilized biomass with 1M NaOH in the ratio 1:40 (w / v), followed by autoclaving at 121 ° C
for 15minutes and centrifugation of 4000rpm for 15minutes. The supernatant was discarded and the pellet was
subjected to acid hydrolysis using 2% acetic acid (v/v), autoclaved (100 C, 10 minutes) and centrifuged (4000 rpm,
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15 minutes). The precipitate corresponded to the chitin which was washed with ice-cold distilled water until the pH
near neutrality and the pH supernatant was corrected (pH 12) for the chitosan precipitation.

2.9 Characterization of Chitosan

2.9.1 Infrared Spectroscopy - IR:

Two milligrams (2 mg) of chitosan, previously dried at 60°C under reduced pressure, were used. They were then
thoroughly homogenized with 100 mg of potassium bromide (KBr). The prepared potassium bromide disks were
dried for 24h at 110°C under pressure. Infrared spectra were performed using a Fourier transform spectrometer
(FTIR), Bruker Mod. IFS. Potassium bromide disks were used as reference. The intensity of the maximum
absorption bands was determined by the baseline method.

2.9.2 Determination of Deacetylation Degree - GD%

The degree of deacetylation (DD%) of chitosan from C equinulata was determined by the vibrational spectroscopy
in the infrared region according with Baxter et al. (1992) using the ratio of absorbance A1655/A3450.

3. Results and discussion

3.1 Production of biomass and chitosan by Cunninghamella echinulata using Central Composite
Design (CCD)

The results obtained in the CCD (Table 2) for biomass and chitosan production indicated that the highest biomass
production (11643 g/L) and chitosan (154.0 mg/g) was obtained in condition 3 of the CCD (1% Corn steep liquor
and 5% green banana flour in neutral pH). The results obtained in this study for biomass production were similar to
the obtained by Andrade et al. (2001), that obtained biomass yield of 11 g/L using filamentous fungus. On the other
hand, the higher yields of biomass in this study was compared with the results described by Cardoso et al., (2007)
with the cultive of biomass Rhizopus arrhizus that obtained yield of 16.8 g/L in medium containing corn steep liquor.
The maximum yield of chitosan produced by C. echinulata also occurred in condition 3 of the CCD.

Table 2: Results of the Central Composite Design (CCD) for biomass and chitosan production by
Cunninghamella echinulata

Corn steep Green banana  Biomass Chitosan
Conditions liquor flour

(%) (%) (g/L) (mg/g)
1 1 2 3.633 49.2
2 4 2 5.283 53.4
3 1 5 11.643 154.0
4 4 5 10.999 129.5
5 25 3.5 10.246 102.5
6 25 3.5 10.080 124.2
7 25 35 10.122 110.2
8 2.5 35 9.452 104.4

3.2 Influence of corn steep liquor and green banana flour in the biomass and chitosan production

The analysis of the Pareto diagram for biomass production (Figure 1A) shows that the concentration of green
banana flour and the interaction between green banana flour and corn steep liquor produced positive effect favoring
the increase of biomass production. However, the concentration of corn steep liquor isolated exerted negative effect
indicating that the increase in concentration is unfavorable for biomass production. In study performed by Cardoso
(2012), Rhizopus arrhizus grown in medium containing corn steep liquor 8% and produced high biomass production,
demonstrating that the corn steep liquor can be used as essential substrate for influencing the increase of biomass.
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The analysis of the Pareto diagram for chitosan production (Figure 1B) shows that the independent variable that
most influenced the increase of production was the green banana flour. This data is showed by the Pareto diagram
with positive effect about the chitosan production by Cunninghamella echinulata.

DV: Radial growth DV: Chitosan

A B

16499009

; fauizss
(1) Com steep liquor i . Green banana flour

........

1by2 {7,353911 1by2

(2) Green banana flour ! 7453011 (2) Corn steep liquor

p=0.05 p=005

Figure 1: Pareto diagram for analyze the influence of corn steep liquor and green banana flour in biomass
production (A) and chitosan (B) by Cunninghamella echinulata

3.3 Lipids production by Cunninghamella echinulata

The lipid content from biomass of Cunninghamella echinulata cultived in condition 3 of the CCD (1% Corn steep
liquor and 5% green banana flour) showed lipids accumulation of 49.7%. This results indicate that Cunninghamella
echinulata is an oleaginous fungus by accumulate percentage greater than 20-25% of lipids in its biomass
(Ratledge, 1996).

3.4 Chitosan characterization by infrared

In this work was performed analysis by infrared spectral of chitosan produced by Cunninghamella echinulata (1%
Corn steep liquor and 5% green banana flour). The results showed that the chitosan produced in selected medium
has in its structure the functional groups showed in Fig. 3. According with Costa and Mansour (2008), the chitosan
exhibit bands in the regions of the wavelengths the 1655 and 3450cm™*. Furthermore, Beppu et al. (1999) identified
the bands 1077 cm ! and 1036 cm ! corresponding to the amine group vibration as essential for chitosan
characterization. Thus, the chitosan of Cunninghamella echinulata has functional groups similar to the reported by
literature (Franco, 2005; Carvalho, 2006; Amorin et al, 2006). The analysis of the infrared spectral of chitosan also
is essential for the degree of deacetylation (% DD) determination and is associated with the physicochemical
properties of chitosan. From of the absorbance values for bands 3359 cmtand 1556 cm ! (Figure 2) was calculated
the deacetylation degree of the chitosan of Cunninghamella echinulata resulting in 62.3%.
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T T T T T T T
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Figure 2. Chitosan spectrum in the infrared region Cunninghamella echinulata produced in selected condition of
the DCC.

4. Conclusions
Cunninghamella echinulata showed ability for metabolize corn steep liquor and green banana flour as carbon and
nitrogen sources for biotechnological production of chitosan and lipid, simultaneously in the agroindustrials medium,
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as well as low cost of production. The interaction between the alternative substrates (green banana flour and corn
steep liquor) also establishes promising conditions for the large scale industrial production of these bioproducts,
considering the easy manipulation, high metabolic capacity, small time of synthesis and costs reduction.
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Resumo

Neste trabalho foi investigado o crescimento de Cunninghamella echinulata
UCP/WFCC 1297 em meio sustentavel formulado a partir de casca de banana madura
e milhocina, assim como o potencial da biomassa na dessalinizacao de efluente. Para
tanto, um planejamento fatorial foi utilizado para investigar o efeito da agitacdo, pH e
concentracdo da biomassa sobre as parametros que indicam dessalinizacédo (reducao
da salinidade, condutividade e solidos totais). O ensaio de fitotoxicidade foi realizado
aplicando a biomassa de C. echinulata. Os resultados obtidos mostraram que 0 meio
de producéo (casca de banana madura 5% e milhocina 1%) possui relacdo C/N de
7:1. Neste meio o rendimentos de biomassa foi de 10,99 g/L. O melhor tratamento
para dessalinizacdo com a biomassa de C. echinulata, ocorreu na condi¢cdo 5 do
planejamento (auséncia de agitacdo, 1% de biomassa e pH 8,5) com reducdo da
salinidade do efluente de 5,8 g/L para 2,5 g/L, reducédo da condutividade de 12,8 uS
para 5,82 e dos sélidos totais de 7,6 para 3,49 g/L. Nesta condicdo do planejamento
foi constatada a menor toxicidade resultando em indice de germinacéo de 99,5%. Os
dados obtidos neste trabalho sugerem que o tratamento de efluentes ricos em sais e
sélidos, usando a biomassa de Cunninghamella echinulata UCP/WFCC 1297 é uma
alternativa promissora para tornar as aguas reutilizaveis para diferentes fins, uma vez
gue torna o processo de dessalinizacao de baixo custo para o mercado.

Palavras-chave: Fungo, Meio de baixo custo, Efluente residual, Aguas reutilizaveis,
Fitoxicidade
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1. INTRODUCAO

Cunninghamella pertence a classe dos Zygomycetes, exibe colénias com
crescimento rapido, coloracdo variando entre branca a cinza, esporangioforo ereto,
ramificado e na extremidade de cada ramificacdo, formam-se vesiculas piriformes ou
globosas com diversos esporangiolos. Seu micélio, quando jovem, ndo exibe septo, a
presenca septacao nas hifas esta associada a idade da cultura (NGUYEN; CHOI; LEE,
2017).

A biomassa fungica de Cunninghamella sp tem grande potencial de uso
industrial como na remocdo de metais pesados, na dessalinizacdo, na industria de
racdo animal, entre outros (VENKATA SUBHASH; VENKATA MOHAN, 2011;
MUNIRAJ et al.,, 2013; MORA-LUGO et al., 2015; CULKA et al., 2017; LV et al.,
2017;BORISOVA et al., 2018).

Para viabilizar a producdo de biomassa fungica em escala comercial, é
necessario estudar as condi¢bes nutricionais. Dessa forma, se faz necessario a
constituicdo de um meio padrao para cultivo da espécie e as condi¢cdes necessarias
para um bom crescimento micelial (CARDOSO et al., 2012; BERGER et al., 2014).

Diversos estudos tém sido empenhados na valoracéo de residuos e efluentes
de origem agroindustrial, como reutilizagdo como substratos para a geracao de
biomassa microbiana ( FERREIRA et al., 2016; CHAN; COHEN; DE MOURA BELL,
2018).

A producéo industrial de biomassa microbiologica é frequentemente limitada
devido aos custos dos substratos utilizados para o cultivo dos micro-organismos,
custos esses ndo compativeis com o comercial. Estima-se que por volta de 30-40%
do custo envolvido na producédo de produtos microbiolégicos seja devido ao meio de
cultura utilizado para o crescimento dos micro-organismos, portanto, sua otimizacao
€ de grande importancia para a reducdo dos custos produtivos (ARORA; RANI;
GHOSH, 2018; TASAR; ERDAL; TASKIN, 2016).

Dentre estes residuos incluem-se a casca da banana madura e a agua de
maceracdo de milho que tem se mostrado bastante interessante por apresentar
elevada eficiéncia na conversdo desses substratos em produto (CHOOKLIN;
MANEERAT; SAIMMAI, 2014; IBRAHIM, 2015; ANBU et al., 2017).
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Por outro lado, muitos setores industriais (agro-alimentar, petréleo e couro)
geram agua residual altamente salina sem tratamento prévio e que ocasiona um efeito
adverso ao meio ambiente ( DUAN et al., 2015; BARRAGAN et al., 2017).

A legislag&o tem se tornado rigorosa para o tratamento de efluentes salinos. A
remocdo de sal € hoje obrigatéria em muitos paises. No entanto, os custos dos
produtos dos tratamentos fisico-quimicos séao elevados. Assim sistemas alternativos
para o tratamento de matéria organica sao hoje o foco de varias pesquisas. A maioria
desses sistemas envolve anaerobiose tratamento biolégico aerdbico. Embora o
tratamento biolégico mostrou ser viavel em altas concentracfes de sais 0
desempenho obtido depende da adaptacdo adequada da biomassa ou do uso de
organismos halofilicos (CHEN et al., 2016; TAN et al., 2019).

Nesse contexto o objetivo do presente trabalho foi produzir biomassa por
Cuninghamella echinulata em meio alternativo composto por residuos industriais e

aplicar como material adsorvente no tratamento de agua residual salina.

2. METODOLOGIA
2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi Cunninghamella echinulata UCP/WFCC 1297, obtida
do banco de culturas do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia
- NPCIAMB - Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP. O micro-organismo

foi mantido em meio BDA (Broth Dextrose Agar) a 5°C.
2.2 Substratos

A casca da banana madura Pacovan adquirida de fonte local do municipio Bom Jardim
(PE, Brazil) e a milhocina foi gentiimente cedida pela industria de produtos de milho
(Cabo de Santo Agostinho-PE, Brasil) foram utilizados como substratos para produgao

de biomassa.
2.3 Processamento da Casca da Banana madura

A casca da banana madura (6kg) foi lavada em agua corrente, cortada manualmente
(espessura de 0,5 cm) e seca em estufa a 40°C durante 96 h. Em seguida, a casca
seca foi pesada e triturada em liquidificador industrial (Skymsen, TA-02-N) e peneirada

(granulometria de 250 mesh) para a obtenc¢éo da farinha. Seguidamente, na farinha
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da banana madura foi adicionando 100 mL de &agua destilada e colocando para

autoclavar por 15 min em vapor fluente.

2.5 Caracterizacdao fisico-quimica da farinha da casca da banana

As determinagbes de C, H, N e S (carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre) farinha
da casca da banana foram realizadas no analisador elementar CHNS/O 2400 Series

Il — PerkinElmer a partir de 3 mg da farinha da banana madura.
2.6 In6culo

Os esporos jovens de C. echinulata foram transferidos para o meio sélido Hesseltine
& Anderson (1957), incubadas a 28°C durante 24 h. Em seguida, 120 discos (8 mm

de diametro) foram utilizados como inéculo no meio de producao
2.7 Meio para producéo de biomassa

A producéo da biomassa por C. echinulata UCP1297 foi realizada em meio com caldo
da farinha da casca da banana (5% v/v) e milhocina (1% v/v) suplementado com meio
mineral (0,59 NH4NOs3, 0,1g KH2PO4 e 0,1g MgSOQOa, g.s.p. 100mL). O pH foi ajustado
para 6. 120 discos foram inoculados no meio de producao em frascos e mantidos em
agitacao orbital de 150 rpm, 28°C durante 96 h. Posteriormente, o meio foi filtrado para

separacao do liquido metabdlico da biomassa para outras analises.
2.8 Rendimento da biomassa

Apds o cultivo, a biomassa de C. echinulata UCP1297 foi filtrada e lavada com agua
destilada. Em seguida, a biomassa foi submetida ao processo de liofilizacao e mantida

em dessecador a vacuo. O rendimento foi calculado por gravimetria.

2.9 Avaliacdo da agitacdo, pH e biomassa na dessalinizacao utilizando

planejamento fatorial

Um planejamento fatorial completo de 23 foi conduzido para analisar os
principais efeitos e interacdes entre agitagéo (0-200 rpm), pH (5,5-8,5) e biomassa (1-
4) sobre os parametros que indicam a dessalinizacao do efluente (condutividade,
salinidade e sodlidos totais) conforme demonstra a Tabela 1. Uma estimativa do erro
experimental puro foi calculada a partir de quatro repetigdes correspondendo ao ponto

central do fatorial. Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a andlise
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estatistica pelo software STATISTICA versao 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e a

significancia dos resultados foi testada no nivel p <0,05.

Tabela 1. Matriz codificada do planejamento fatorial para avaliagdo da influéncia da agitagdo, pH e
biomassa na dessalinizac¢éo do efluente

Niveis

Condicoes Agitacdo Biomassa pH

1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

2.10 Avaliagéo da toxicidade do efluente

O ensaio de fitotoxicidade foi realizado de acordo com a metodologia de Zahrim et al.,
(2017) modificada utilizando todas as amostras de efluentes apds o tratamento com a
biomassa resultantes do planejamento fatorial. O efluente sem o tratamento da
biomassa foi utilizado como controle. As sementes de repolho (Brassica oleracea)
foram usadas para esta analise. O experimento foi realizado em triplicata e as placas
foram colocados no escuro a temperatura ambiente. Ap6s 96 h, as sementes
germinadas foram contadas e foi medido o comprimento das raizes. O resultado do

teste 1G foi calculado da seguinte forma:

Germinacao das sementes (GRS%) = nUmero de sementes germinadas no extrato da

amostra / nimero de sementes germinadas no controle x 100

Crescimento relativo de raizes (CRR%) = comprimento da raiz no extrato da amostra /

comprimento da raiz no controle x 100

indice de Germinacgéo (IG%) = GRS% x CRR% x 100
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3. Resultados e Discussao

3.1 Relacédo C/N e Composicao elementar dafarinha da Cascada Banana madura
Pacovan (Musa sapientum)

A Composicao elementar da farinha da Casca da Banana madura Pacovan
(Musa sapientum) demonstrou teores de carbono (31,27%), nitrogénio (5,21%) e
hidrogénio (5,05%) com relacédo C/N de 7:1.

Esses dados estdo de acordo com Happi Emaga et al., (2008), Pathak;
Mandavgane; Kulkarni (2015) e Cordenunsi, (1997) por afirmarem que a casca de
banana madura é rica em fonte de carbono (teores elevados de amido hidrolisado em
acucares durante a maturacdo) e em fonte de nitrogénio com o0s seguintes
aminoacidos: acido aspartico, treonina, serina, acido glutamico, prolina, glicina,

alanina, cistina, valina, metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina, lisina e arginina.

3.2 Producao de biomassa por C. echinulata UCP/WFCC 1297 utilizando a

Farinha da casca de banana madura

A producédo de biomassa por C. echinulata UCP/WFCC 1297 no meio contendo
5% de farinha de casca de banana madura e 1% de milhocina foi 10,99 g/L. Esse
resultado foi bastante significativo quando comparado aos valores de rendimento de
biomassa obtidos pela literatura conforme demonstra Tabela 2, e estdo de acordo com
Narayanan; Parameswaran; Pandey (2016) por afirmarem que o rendimento de

biomassa depende das cepas fangicas e do meio de cultivo utilizados.
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Tabela 2. Produc¢éo de biomassa por C. echinulata UCP/WFCC 1297 comparados com 0s resultados

obtidos pela literatura

Micro-organismo Fonte de Carbono Biomassa Referencias
% (/L)
Cunninghamella Farinha da Casca de 10,99
echinulata UCP/WFCC Banana Madura Este estudo
1297
Rhizopus arrhizus Milhocina e Glicerol 19,84 PELE et al., (2019)
Rhyzopus sp. Farinha da Carapaca 0,45 BATISTA et al, (2014)
Gongronella butleri Bagaco de maca 9,61 VENDRUSCOLO;
NINOW, (2014)
Cunninghamella Melaco 16.00 BERGER et al., (2014b)
elegans
Rhizopus arrhizus Melaco 24,60 BERGER et al., (2014b)
Mucor subitilissimus Farinha de Batata 13,32 MEDEIROS (2013).
UCP/WFCC 1261 Doce
Rhizopus arrhizus Manipueira 8,80 BERGER et al, (2011)

3.3 Aplicacado da biomassa de C. echinulata UCP/WFCC 1297 na dessalinizacao
de efluente utilizando planejamento fatorial

A influéncia dos diferentes parametros (concentracdo da biomassa de C.
echinulata, pH e agitacdo) na desssalinizacdo de efluente foi avaliada neste estudo.
A Tabela 3 apresenta os resultados do planejamento fatorial de 23,

De acordo com os dados obtidos, o melhor tratamento apds adsorcao pela
biomassa de C. echinulata, ocorreu na condi¢cdo 5 do planejamento (na auséncia de
agitacdo, 1% de biomassa e pH 8,5). Nesta condi¢cdo a biomassa conseguiu reduzir
a salinidade do efluente de 5,8 g/L (salinidade antes do tratamento) para 2,5 g/L
(salinidade apés o tratamento), a condutividade de 12,8 uS para 5,82 e os sélidos
totais de 7,6 para 3,49 g/L. Em adicdo, na condicdo selecionada do planejamento
(condicao 5) outros parametros foram investigados como demonstra a Tabela 4. Foi
possivel comprovar no efluente salino a reducédo da dureza de 2622,48 mg/L para
35,28 mg/L, do magnésio de 393,09 mg/L para 3,81 mg/L e do cloreto de 2165,38 para
90,1 mgl/L.
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A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o presente trabalho é
pioneiro no uso de biomassa fungica para dessalinizacao de efluente salino, visto que

nao ha trabalhos reportados na literatura especializada.

Tabela 3. Planejamento fatorial 2° para avaliar a influéncia da agitacéo, o pH e biomassa
sobre as variaveis resposta salinidade, condutividade e sélidos totais

Ensaios  Agitacdo Biomassa pH Salinidade Condutividade  Solidos

(rpm) (%) (g/L) (uS) totais

(g/L)

1 0 1 5 2,5 5,85 3,79
2 200 1 5 3,2 7,36 4,46
3 0 4 5 2,8 6,42 3,87
4 200 4 5 2,9 6,88 4,15
5 0 1 8,5 2,5 5,82 3,49
6 200 1 8,5 3,8 8,85 5,33
7 0 4 8,5 2,8 6,62 3,98
8 200 4 8,5 2,8 6,23 3,76
9 100 2,5 7 2,7 6,35 3,55
10 100 2,5 7 2,6 6,14 3,71
11 100 2,5 7 2,6 6,38 3,56
12 100 2,5 7 2,5 6,15 3,73

Tabela 4. Tratamento de efluente salino com a biomassa de C. echinulata em comparacéo
ao efluente bruto sem tratamento avaliado na condicao selecionada do planejamento

Parametros Efluente salino sem Efluente salino ap6s o
tratamento (mg/L) tratamento (mg/L)

Dureza 2622,48 35,28
Magnésio 393,09 3,81
Saodio 2800 3770
Cloreto 2165,38 90,1
Salinidade 5,8 2,4

Condutividade (ms) 12,8 5,59
Sdlidos totais (g/L) 7,6 3,34

3.4 influencia da agitacédo, pH e concentracdo da biomassa na dessalinizacdo de

acordo com diagrama de Pareto

A Figura 1 demonstra a influéncia da agitacao, pH e concentracéo da biomassa
de C. echinulata nos parametros de dessalinizacdo (salinidade, condutividade e

sélidos totais) com base no digrama de Pareto.
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De acordo com a analise estatistica, as varidveis respostas salinidade
condutividade (Figura 1A e 1B, respectivamente) sofreram forte influencia da agitacéo
e da interacdo entre agitacdo e biomassa, com valores que ultrapassam a linha p.
Para a variadvel resposta solidos totais (Figura 1C) apenas a agitagcdo mostrou

influéncia estatistica significativa na dessalinizacao.

Figura 1- Efeito das variaveis agitacdo, biomassa e pH: salinidade (1A), condutividade (1B)
e sélidos totais (1C)

Salinidade (/L)

3.5 Potencial dabiomassa de C. echinulata nareducé&o datoxicidade do efluente

O indice de germinacéo (IG) é um teste que combina a germinacéao relativa das
sementes com o crescimento relativo das raizes, e por isso tem sido utilizado para
avaliar a toxicidade de aguas residuais tratadas (R1ZZO et al., 2015; JAAFARZADEH
etal., 2017; DAMACENO et al., 2019). Portanto, neste estudo, em todas as condi¢des
do planejamento fatorial foi avaliado a toxicidade.

Considerando que o valor de IG acima de 80% tem sido utilizado como
indicador do desaparecimento da fitotoxicidade (Tiquia e Tam, 1998; Troy et al., 2013),
os resultados obtidos neste trabalho indicam que a maioria das concentragdes
testadas ndo apresentaram efeitos toxicos sobre a germinacdo de sementes apos
tratamento com a biomassa de C.echinulata (Figura 2).

A condicdo do planejamento fatorial em que a biomassa conseguiu remover ao
maximo os poluentes do efluente resultando em minima toxicidade do efluente salino
foi a condicdo 5 do planejamento fatorial (auséncia de agitacdo, 1% de biomassa e

pH 8,5) com indice de germinacgéo de 99,5% (Figura 1).
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Figura 2- Toxicidade das amostras de efluente salino tratada com a biomassa de
C.echinulata nas condi¢cfes do planejamento fatorial e avaliado pelo Indice de germinagéo
(IG) das sementes de repolho

Controle 1: Efluente

100 - ,
o0 | - I l Controle 2: Agua

o {
ar AT

!

10

Indice de germinacdo

Q:\‘ 2:‘1,

"\é "\a
& & .
e & Condigdes

4. Conclusao

Este trabalho indica o potencial de C. echinulata em utilizar como nutriente as
fontes renovaveis (residuo de casca de banana madura e milhocina) para seu
crescimento e producdo de biomassa atendendo aos critérios da sustentabilidade
ambiental. Além disso, a biomassa produzida possui potencial de aplicacéo industrial

voltada para a dessalinizacao de efluente salino.
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DESCOLORACAO DO CORANTE PRETO DE REMAZOL B POR BIOMASSA
FRESCA DE Cunninghamella echinulata (UCP 1297) PRODUZIDA EM MEIO
SUSTENTAVEL
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RESUMO

O presente trabalho demonstra o estudo de uma tecnologia voltada para o tratamento do
corante Preto Remazol B, por ser este bastante utilizado em industrias téxteis e de dificil
remocdo. O tratamento foi realizado com a biomassa de Cunninghamella echinulata
UCP/WFCC 1297 produzida em meio sustentdvel de acordo com concentracdes
estabelecidas pelo planejamento fatorial de 23. O processo de descoloracéo foi investigado
utilizando diferentes concentracdes de biomassa, pH e agitacdo acompanhado durante 48h.
Os resultados demonstraram a capacidade biotecnoldgica do fungo C. echinulata em
bioconverter os nutrientes do meio residual casca de banana madura 5% e milhocina 1%
(condicdo 3 do planejamento fatorial) resultando em rendimento de 13,34g/L. A partir desta
biomassa produzida foi extraido 0,0915 mg/mg de polifosfato total. No processo de
descoloracdo, o melhor resultado foi com 100mg de biomassa, em pH 5 e agitagdo maxima
(200rpm) durante 48h. Os dados obtidos neste estudo com a producdo sustentavel de
biomassa por Cunninghamella echinulata UCP/WFCC 1297, assim como a sua eficiéncia no
tratamento de corante Preto Remazol B indica ser esta uma alternativa promissora, de baixo
custo e competitiva comercialmente em comparacdo com os métodos de tratamento
convencionais. Em adi¢do, a biomassa de C. echinulata demonstrou ser eficiente em
processos de biorremediacao.

Palavras-chave: Meio de baixo custo, Efluente residual, Aguas reutilizaveis, Descoloragéo,
Preto de Remazol B, Biorremediacéo

1 Introducéo

As industrias, sdo consideradas como grandes poluentes dos ecossistemas aquéticos,
principalmente pelo grande volume de &gua utilizada em suas diversas etapas de producao,
acarretando composicao e toxicidade variavel. (PERALTA-ZAMORA et al., 1997, 2002). O
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setor téxtil € um dos grandes responsaveis pela contaminacdo ambiental devido aos seus
efluentes téxteis altamente contaminantes que sdo na maioria das vezes lancados ao meio
ambiente sem nenhum tratamento prévio. Essa problematica tem se agravado principalmente
pelo crescente despejo de grandes volumes de efluentes no meio ambiente nesses ultimos
anos, o que torna essa situagéo ainda mais problematica. (KUNZ et al., 2002; PRABHA, 2017).

Nas industrais téxteis ha uma geracao de efluentes altamente tdxica, podendo apresentar
grande quantidade de matéria organica, cores intensas e diversificadas e muitos sais. Os
corantes utilizados nas etapas de tingimento sdo 0s principais compostos responsaveis pela
contaminacao dos efluentes, possuindo também dificil tratamento, além de compostos toxicos
e por vezes cancerigenos, causando assim, danos muitas vezes irreparaveis a saude humana
(YUZHU et al., 2001; GONDIM et al., 2007).

Os azo corantes sdo classificados como o0 maior grupo de compostos quimicos sintéticos.
Caracterizam-se por apresentarem uma ou mais ligacdes azo (-N=N-) associados com um ou
mais sistemas aromaticos, podendo comportar em sua estrutura quimica grupos acido
sulfénico. Grupos que caracterizam-se por seu comportamento recalcitrante, o que leva a
causa de graves problemas, tanto ambientais quanto a satde humana, uma vez que formam
metabdlitos carcinogénicos ou mutagénicos. Os efluentes téxteis sdo geralmente tratados
com compostos quimicos que possuem como desvantagem o custo elevado, quantidade
excessiva de lama, além da emissdo de substancias toxicas e a produgdo de substéncias
recalcitrantes. (PERALTA-ZAMORA et al., 1997).

Sao em trés as formas de tratamento de efluentes téxteis: fisico, quimico e biolégico. O
tratamento bioldgico é de longe considerado o mais eficaz para a remocao de corantes de
aguas residuais, principalmente quando se considera sua eficiéncia no que se refere a a
presentar menores custos na aplicacdo e os produtos gerados nédo alterarem a homeostase
ambiental (BAFANA et al., 2008).

Estudos mais precisos estéo sendo desenvolvidos com a utilizagéo de microrganismos no
gue refere-se ao desenvolvimento de processos biotecnolégicos, devido a sua capacidade de
abranger diversas apliacacfes em diferentes campos de trabalho, tais como, biocombustiveis,
produtos de interesse médico veterindrio, como a contribuicdo biocatalitica, envolvendo a
producdo de enzimas de interesse tanto ambiental quanto industrial (VASCONCELLOS,
2011).

H& um aumento significativo na procura de micro-organismos que apresentem facil
manuseio e capacidade biotecnoldgica para utilizagéo nas industrias como biorremediadores,
nessa categoria estdo os fungos, organismos que segundo diversos autores apresentam alta
capacidade de biodegradacédo e biossorcao de corantes téxteis. Muitos sao os fungos e as
bactérias utilizadas no desenvolvimento de processos biotecnolégico para o tratamento de

efluentes téxteis, Aksu e Donmez (2005). Banat et al. (1996), em suas pesquisas demonstram
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gue diversos sao os tipos de micro-organismos que apresentam capacidade de descolorir
uma gama de corantes e muitas vezes em poucas horas. Capacidade essa, podendo esta
associada tanto a producgéo de enzimas quanto envolvidas na degradacao de moléculas que
apresentem estruturas quimicas complexas quanto a capacidade de adsor¢cdo dos corantes
pela biomassa celular desses microrganismos (KUMARAN & DHARANI, 2011).

O presente estudo propbe o aperfeicoamento de uma tecnologia que empregue a
biomassa da espécie Cunninghamella echinulata como principal agente na remoc¢édo do

corante Preto Remazol B de forma eficiente e sem a geragdo de residuos pds tratamento.

2. Materiais e Métodos

2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi Cunninghamella echinulata UCP 1297, gentilmente cedido
pelo Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais - NPCIAMB - Universidade Catdlica de
Pernambuco - UNICAP mantidos em BDA, 5 ° C. Registro WFCC

2.2 Substratos
Os substratos utilizados foram a casca da banana Pacovan madura adquirida de fonte local
do municipio Bom Jardim (PE, Brazil) e a milhocina gentiimente cedida pela industria de

produtos de milho localizada no Cabo de Santo Agostinho-PE, Brasil.

2.3 Meio para producao de biomassa

A producéo da biomassa por Cunninghamella echinulata foi realizada em meio constituido por
milhocina 1%, farinha da casca da banana 5% madura e base de sais (0,59 NH4NOs, 0,19
KH2PO4 e 0,1g MgSOQy, g.s.p. 100mL). O pH foi ajustado para 6. Os frascos foram mantidos
em agitacdo orbital de 150rpm, 28°C durante 96 h. Posteriormente, o meio foi filtrado para

separacao do liquido metabdlico da biomassa.

Tabela 1: Fatores e niveis do planejamento fatorial de 22 para producéo de biomassa por
Cunninghamella echinulata

Fatores Niveis
-1 0 +1
Milhocina (%) 1.0 25 4.0
Casca de banana madura (%) 2.0 3.5 5.0

* Valores fixos : pH 7
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2.5 Extracéo de polifosfato total da biomassa

A extragdo do polifosfato total da biomassa foi realizada conforme a metodologia de Mcgrath
e Quinn (2000), modificado por Lima (2003). A biomassa foi coletada ap6s 96h de cultivo,
lavada duas vezes em solugdo de NaCl (1,5M) contendo EDTA (0,01M) e NaF (ImM). A
amostra foi homogeneizada e sonicada em 3 mL da solugéo de lavagem, em banho de gelo,
por 10 periodos de 2 minutos com intervalos de 2 minutos a 16 KHz. O extrato resultante foi
centrifugado a 12.000xg, durante 5 minutos para remocao dos fragmentos celulares. Para
determinar o conteudo de polifosfato intracelular total, 100uL de HCI concentrado foi
adicionado a 0,5 mL do extrato celular e aquecido a 100° C por 45 minutos. O fosfato liberado
foi dosado utilizando-se o kit para determinacdo de fosforo da Labtest de acordo com a
Equacédo 1. As concentra¢cBes de polifosfato celular total nas amostras foram expressas em
miligramas de fosfato por miligrama de biomassa seca e dadas como média de triplicatas.
Uma amostra néo hidrolizada foi utilizada como controle para determinar o nivel de fosfato

livre da célula.

Fosforo (mg/dL) = absorbancia do teste/Absorbancia do padrédo X5 (Eq. 1)

2.6 Ensaio de descoloracéo do preto de remazol B

2.6.1 Inativagdo da biomassa
A biomassa produzida por C. echinulata foi inativada com 1% de formaldeido a uma
temperatura de 120 °C durante 15 min. Apds esse tratamento, a biomassa foi lavada com

agua e colocada para secar a 60°C durante 24h.

2.6.2 Influéncia da biomassa, pH e agitacdo na descoloracédo

Em frascos de Erlenmeyer contendo 50 mL de solucdo do corante Preto Remazol B (0,025
mM) foi investigado o efeito da concentracdo da biomassa inativada (100 e 200ug), pH (5 e
6) e agitacao (100 e 200rpm) na descoloracdo. O ensaio foi acompanhado durante 48h com
sucessivas coletas de aliquotas, centrifugado 5 000 xg durante 5 minutos. O sobrenadante
das amostras foi analisado em espectrofotdmetro ((Spectronic Genesis UV-Vis) em
comprimento de onda de 597 nm. A solu¢cdo sem corante ndo inoculada foi utilizada como um

branco. A percentagem de descoloracéo foi obtida pela seguinte Equacgéo 2:

A-B
Percentagem de descoloracéo (%) = — X 100 Eq. 2

Onde:

A — Amostra (Controle positivo); B — Amostra tratada
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3. Resultados e Discusséao

3.1 Producdo de biomassa por Cunninghamella echinulata utilizando farinha de casca

banana madura

Os resultados da producdo de biomassa estdo descritos na Tabela 1. Na condigéo 3
do planejamento (milhocina 1% e farinha da casca da banana madura 5%) ocorreu 0 maximo
crescimento de C. echinulata resultando em rendimento de biomassa de 13,34 g/L. A partir
destes resultados fica evidenciado a capacidade de C. echinulata de bioconverter a farinha
de casca banana madura e milhocina como fontes nutricionais essenciais ao crescimento. De
acordo com Ghosh, 2018 e Andrade et al., (2018) poucos séo os fungos que possuem rapido

crescimento em meios de cultura alternativos.

Tabela 2- Producéo de biomassa por Cunninghamella echinulata ap6s cultivo em meio contendo
farinha da casca de banana madura e milhocina

Farinha da casca

) Milhocina Biomassa
Ensaios (%) de banana QL)
madura (%)

1 1 2 4,14
2 4 2 6,07
3 1 5 13,34
4 4 5 11,34
5 2,5 3,5 11,42
6 2,5 3,5 11,37
2,5 3,5 11,09

8 2,5 3,5 11,12

3.2 Obtencéo de Polifosfato Total a partir da biomassa

Na biomassa produzida na condi¢éo 3 do planejamento fatorial (milhocina 1% e farinha
da casca da banana madura 5%) foi realizado a extracdo de polifosfato total obtendo
rendimento de 0,0915 mg/mg. Esse resultado € significativo uma vez que Lima et al., (2013)
afirma que a presenca de polifosfato na biomassa é um indicador do potencial do micro-

organismo em processos de biorremediacao.
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3.3 Potencial da biomassa de C. echinulata na descoloragéo do preto de remazol B

A Figura 1 demonstra o resultado da descoloracdo usando a biomassa de C.
echinulata produzida na condicdo selecionada do planejamento (condi¢do 3). Os melhores
resultados obtidos na descoloragéo ocorreu com 100mg de biomassa, em pH 5, em agitacéo
maxima (200rpm) durante 48h com descoloracdo de 80%. Esses resultados podem ser
comprovados na Figura 1A (corante antes do tratamento) em comparagdo com a Figura 1B

(corante apés o tratamento).

Figura 1- Aplicacdo da biomassa de C. echinulata A (100mg) e B (200mg) na descoloracao do
corante preto remazol B
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Trabalhos que aplicaram a biomassa de micro-organismos para o tratamento de
efluentes contendo o corante Preto de Remazol B estdo descritos na Tabela 2. De acordo
com este estudo comparativo, trabalhos realizados por Meehan et al (2000) demonstram
percentual de descoloragdo de 98% em pH 5,5 com K. marxianus. Resultado similar foi obtido
neste trabalho com C. echinulata com descoloracdo de 80% em pH 5, enquanto Alves et al,.
(2015) conseguiram resultado inferior aos obtidos neste estudo com descoloracdo de 73,49
% utilizando biomassa de C. elangans tratada com H,SO,.

Tabela 2- Resultado da descoloracéo de preto de Remazol B pela biomassa de C. echinulata
comparado com a literatura

Micro-organismos Descoloracéo % Referéncias
Cunninghamella echinulata 80 Neste estudo
Cunninghamella elegans 73 Alves et al,. (2015)
Phanerochaete chrysosporium 82 Idris et al,. (2014)
S3 68 Khalid et al,. (2011)
Kluyveromyces marxianus 98 Meehan et al (2000)

4. Conclusoes

Este trabalho sugere a possivel aplicacdo da biomassa de C. echinulata produzida em
meio sustentavel para o tratamento do corante Preto de Remazol B em solugdo aquosa em
um processo Vviavel economicamente e com responsabilidade ambiental. A condicdo que
demonstrou maxima eficiéncia na remocao do corante foi a constituida por concentracdo

minima de biomassa de C. echinulata e maxima agitacao em meio contendo pH acido.
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