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RESUMO 

 

Investigações foram feitas no sentido de verificar o comportamento morfológico e 

bioquímico de Cunninghamella elegans Lendner UCP 542 no meio de cultura 

contendo diferentes níveis de salinidade e concentrações de glicose e de 

sacarose. C. elegans foi isolada do sedimento de mangues do Município de Rio 

Formoso, Pernambuco, Brasil. Uma curva de crescimento foi estabelecida em 

função da biomassa, do consumo de glicose e pH, em meio Hesseltine & 

Anderson (1957) com glicose a 2, 4 e 6%. Em função do planejamento fatorial o 

crescimento micelial de C. elegans foi observado e foram analisados o consumo 

de glicose, sacarose, NaCl e variação do pH  no meio. As análises morfológicas 

foram realizadas acompanhando as alterações na forma dos esporângíolos, 

presença ou ausência de clamidósporos utilizando microscópia de luz. Observou-

se que as condições com elevadas taxas de NaCl aumentaram o número de 

clamidósporos, reduziram a quantidade e alteraram a forma dos esporangíolos. A 

massa micelial obtida foi submetida ao processo de extração de quitina e 

quitosana realizado através do tratamento álcali-ácido e o seu líquido metabólico 

submetido à determinação do consumo de carboidratos totais. Os resultados 

obtidos pelo planejamento fatorial demonstraram que as condições do meio com 

(1, 2,5 e 4%) NaCl não impedem o desenvolvimento do microrganismo nem o 

consumo das fontes de carbono e em presença de 2,5 a 4% NaCl e a quantidade 

de esporangíolos globosos diminui. Os resultados obtidos para quitina foram 

41,5% na condição 2 (glicose 4g/L, sacarose 1g/L e NaCl 1%). Entretanto na 

condição 8 (glicose 4g/L, sacarose 2g/L e NaCl 4%), a quitosana atingiu valores 

de até 18,3%. Esses resultados demonstram que a 4% de NaCl e altas 

concentrações de glicose ocorre uma diminuição da quitina e um aumento da 

quitosana. A sacarose não produz efeitos semelhantes. Os resultados obtidos são 

promissores para a produção dos co-polímeros quitina e quitosana. 
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ABSTRACT 
 
 
Investigations were carried out to verify the morphologic and biochemical behavior 

of Cunninghamella elegans Lendner UCP 542 in the medium of culture containing 

different salinities and glucose concentrations and sucrose. C. elegans was 

isolated from mangrove sediments of Rio-Formoso-Pernambuco city of Brazil. A 

growth curve was established in function of the biomass, of the glucose 

consumption and pH, in medium Hesseltine & Anderson (1957) using glucose  2, 4 

and 6% concentration. In function of the factorial design the micelial growth of C. 

elegans was observed and they were analyzed of the glucose consumption, 

sucrose, NaCl and the pH in the medium. The morphologic analyses were 

accomplished the alterations in the form of the sporangioles, the presence or 

absence of chlamydospores using light microscopy. It was observed that the 

conditions with high taxes of NaCl increased the chlamydospores number, and it 

was reduced the amount and the form of the esporangioles. The biomass obtained 

was submitted to the process extraction of chitin and chitosan by the treatment of 

alkali-acid solutin. The liquid metabolic was submitted to the consumption of total 

carbohydrates. The results obtained by the factorial design demonstrated that the 

conditions of the medium with (1, 2.5 and 4%) NaCl not inhibited the development 

of the microorganism or the consumption of the carbon sources and in presence of  

2.5 to 4% NaCl concentrations and the amount of globose esporangioles  for in 

decreases. The results obtained for chitin were 41.5% in the assay 2 (glucose 

4g/L, sucrose 1g/L and NaCl 1%). However  the assay  8 (glucose 4g/L, sucrose 

2g/L and NaCl 4%), the chitosan reached maximum values of up to 18.3%. Those 

results demonstrated, that to 4% of NaCl and high glucose concentrations induced 

to of chitin decrease and increase of the chitosan production. The sucrose does 

not produced similar effects. The results obtained are promising for the production 

of the co-polymeric chitin and chitosan. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Os fungos representam um grande grupo que biotecnologicamente, 

desperta um relevante interesse no mundo científico. Eles são capazes de viverem 

nos mais diversos habitat, influenciando e sendo influenciados pelos fatores 

bióticos e abióticos. Os Zygomycetes, em especial, são fungos que se 

caracterizam por produzirem esporos de resistência, com parede espessa como o 

zigósporo que se desenvolve no interior de um zigosporângio (Alexopoulos et al. 

1996). 

O gênero Cunninghamella pertence à Classe Zygomycetes, Ordem 

Mucorales, Família Cunninghamellaceae e tem como característica a presença de 

quitina e quitosana em sua parede celular (Bartnicki-Garcia 1968; Campos-Takaki 

1984), podendo ser encontrado em vários ambientes, como dunas (Moreau & 

Moreau 1941), pradarias (Orput & Curtis 1957), turfeiras (Pavlenco 1996), águas 

poluídas (Cole et al. 1973), solos de deserto (Ali et al. 1975) e sedimento de 

estuários (Borut & Johnson, 1962; Gomes et al. 2000). O gênero Cunninghamella 

possui mais de 12 espécies descritas (Benny et al. 1992), sendo caracterizado por 

causar patologias conhecidas como zigomicoses, podendo na sua maioria ser 

constituído de espécies sapróbias, utilizando matéria orgânica, como substrato, é 

o caso da espécie Cunninghamella elegans.  

Estudos taxonômicos do gênero Cunninghamella baseiam-se apenas em 

aspectos morfofisiológicos, contudo as espécies C. elegans e C. bertholletiae, 

particularmente, apresentam estruturas reprodutivas similares, dificultando 

conseqüentemente a identificação (Weitzman 1984). Novos recursos surgem para 

auxiliar a taxonomia morfofisiológica, como o estudo com marcadores 

bioquímicos. Esta metodologia tem contribuído para a resolução de vários 

problemas relacionados com a classificação e aspectos filogenéticos (Gusmão 

1990; Muller et al. 1994; Shiosaki et al. 2001). 

Estudos relatam que a adaptação dos fungos às condições de estresse 

ambiental, causam um processo de seleção natural (Park et al. 1993), podendo 

esses efeitos serem mediados pela temperatura (Mcalister & Finkelstein 1980; 
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Faber & Brown, 1990), salinidade (Edgley & Brown, 1983;  Beever & Laracy 1986;  

Park et al. 1993), pressão osmótica (Mert & Dizbay 1977; Mert & Ekmekci 1987), 

dentre outros. As condições de estresse podem alterar a fisiologia da germinação, 

do crescimento e da produção de esporos (Borut & Johson 1962). 

Segundo Radwan et al. (1984) & Torzilli (1997), é importante conhecer a 

adaptação e o comportamento dos fungos a situações de estresse ambiental, 

sabendo que diversos microrganismos, possuem a capacidade de produzir 

metabólitos secundários de considerável valor biotecnológico. Além disso, eles 

têm aplicações industriais promissoras especialmente na biorremediação (Kirk, 

1993; Reid, 1995). Por outro lado, espécies consideradas halofílicas e/ou 

halotolerantes têm seus processos metabólicos aumentados com a elevação da 

salinidade do meio e podem apresentar grande valor industrial, desde que 

demonstrem habilidade de produzir importantes metabólitos secundários (Radwan 

et al. 1984).  

A quitina é um dos mais abundantes polissacarídeos encontrados na 

natureza, constitui o exoesqueleto dos crustáceos, insetos e a parede celular dos 

fungos (Andrade et al., 2000; Canela & Garcia, 2001). É um biopolímero composto 

de resíduos de N- acetil-D-glicosamina (GlcNAc), em ligações β 1,4.  

Segundo Davis & Bartnicki-Garcia (1984), a quitosana é um produto 

derivado da N-acetilação da quitina pela enzima quitina deacetilase e é um 

polissacarídeo que desperta um grande interesse das indústrias bioquímicas e 

farmacológicas (Tharanathan & Kutter, 2003), podendo ser encontrada na 

natureza, na parede celular dos Zygomycetes e em algas do gênero Chlorella 

(Mihara, 1961). 

Ambos os compostos apresentam uma vasta aplicabilidade, tais como: na 

remoção e recuperação de diferentes resíduos (Muzzarelli 1977; Ramachandran & 

Madhaven, 1982), na biotransformação de pesticidas (Thome & Van Daele, 1986), 

na degradação de corantes (Mckay et al., 1982; Venkatrao et al., 1986), 

aminoácidos (No & Meyers, 1989) e proteínas (Knorr, 1991). A quitosana é 

utilizada ainda na Bio-medicina, Biotecnologia, Agricultura, fábrica de shampoos, 

pasta de dente, lentes de contato, recuperação de proteínas, tratamento da 
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poluição, indústria de adesivos, clarificação de sucos (Imeri & Knorr, 1988) e na 

produção de filmes biodegradáveis para fabricação de embalagens (Mayer et al., 

1989) e cosméticos (Synowiecki, 1986). 

Considerando as observações morfofisiológicas descritas por (Santiago 

2004) para C. elegans UCP 542. Este estudo foi desenvolvido visando os 

seguintes objetivos: 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Estudar o comportamento morfológico e bioquímico de Cunninghamella elegans 

Lendner UCP 542 no meio de cultura contendo diferentes salinidades e 

concentrações de glicose e de sacarose. 

  

2.2 Específicos 

 

� Avaliar o perfil de crescimento de C. elegans no meio contendo diferentes 

salinidades e concentrações de glicose e de sacarose; 

 

�  Avaliar o comportamento morfológico de C. elegans no meio com 

diferentes salinidades e concentrações de glicose e de sacarose; 

 

�  Analisar possíveis efeitos do meio contendo diferentes salinidades e 

concentrações de glicose e sacarose no conteúdo dos polímeros (quitina e 

quitosana) de C. elegans; 

 

�  Caracterizar físico-quimicamente os polímeros quitina e quitosana. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Os Zygomycetes 

 

A Classe dos Zygomycetes possui representantes em vários ambientes 

como: solo, água, fezes, grãos estocados, frutos, folhas, vegetais vivos, outros 

fungos e animais vertebrados e invertebrados (Cardoso et al., 1992) e têm como 

características principais hifas cenocíticas com septos apenas para diferenciar as 

estruturas reprodutivas, esporângios ou gametângios, rizóides que fixam o fungo 

ao substrato e estolões. A reprodução dos Zygomycetes ocorre assexuada ou 

sexuadamente, pela produção de esporangiosporos no interior de esporângios ou 

por copulação gametangial, respectivamente. Algumas espécies produzem 

clamidosporos, podendo ser sapróbias, outras simbiontes como as micorrizas e 

parasitas de outros fungos, animais e plantas (Alexopoulos et al., 1996). 

Os Zygomycetes são fungos que podem produzir esporos de resistência, de 

parede celular rígida, chamado de zigosporo cujo desenvolvimento se dá no 

interior de zigosporângios após a fusão completa entre dois gametângios que em 

alguns casos surgem do mesmo micélio. 

 

3.1.1 O Gênero Cunninghamella  

 

O gênero Cunninghamella encontra-se dentro da ordem Mucorales. O 

habitat dessas espécies é geralmente o solo e outros substratos orgânicos. Os 

representantes exibem colônias com crescimento rápido, coloração variando entre 

branca a cinza, esporangióforo ereto, ramificado e na extremidade de cada 

ramificação formam-se vesículas piriformes ou globosas com diversos 

esporangíolos. O micélio quando jovem não exibe septo. A septação está 

associada à idade da cultura (Baijal & Mehrotra, 1980; Domsch,1980). 

Os esporos podem ser globosos ou ovais com paredes lisas ou com 

espículas, geralmente unicelulares. As espécies podem formar zigosporos 

globosos, escuros e tuberculados que são formados entre células suspensoras, 
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geralmente heterotálicas, clamidósporos podem ocasionalmente ser formados 

(Domsch et al., 1980). 

De modo geral, os aspectos morfológicos correspondem a elementos 

fundamentais na identificação dos fungos. Do ponto de vista taxonômico, espécies 

de Cunninghamella podem ser identificadas por sua habilidade em responder a 

variações no meio de cultivo. Contudo, a separação das espécies é complexa e 

alguns estudos foram realizados para identificar caracteres de valor taxonômico 

como, exemplo, a forma do esporangíolo analisada por microscopia óptica 

(O’Donnel, 1979; Shipton & Lunn, 1980; Alexopoulos et al., 1996; Carlile & 

Watkinson, 1996). 

 

3.1.2 Cunninghamella elegans Lendner 1907 

  

Apresenta colônias a princípio brancas tornando-se cinzas. Vesículas 

subglobosas e esporangíolos, globosos a subglobosos, apresentando coloração 

marrom pálida, quando maduros, e espinhosos. Rizóides presentes. Zigosporos 

globosos amarronzados (Baijal & Mehrotra, 1980). Domsch et al.,1980 descreve 

que os esporangióforos podem atingir até 20,0 µm em comprimento e que as 

vesículas terminais podem chegar  à 40,0 µm de diâmetro e as laterais de 10-30 

µm. Shipton & Lunn (1980) reportaram que os esporangíolos de vários isolados de 

C. elegans  apresentaram formas globosas, subglobosas e raramente elipsoidais. 

   

3.2 Estresse Salino 

 

A germinação e o crescimento dos fungos são sensíveis a uma grande 

variedade de condições ambientais incluindo a disponibilidade de nutrientes, 

temperatura, condições de umidade, salinidade e concentração de hidrogênio 

(Park et al., 1966).  

Foram estudados os efeitos da temperatura e salinidade na esporulação 

assexual de duas amostras de Saprolegnia parasitica e constatada uma alta 

tolerância à salinidade em se tratando do crescimento vegetativo em ambas as 
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amostras. Em relação a temperatura, a germinação dos zoosporos só diminuiu 

após 12 horas (Harrison et al 1971). 

Jones (1963) estudou os efeitos da salinidade no crescimento de 

Cremasteria cymatilis, Sporidesmium salinum e Lutworthia floridana em meio de 

cultura contendo 10-100% de água do mar. Os resultados mostraram que a taxa 

de crescimento de Cremasteria foi afetada pela variação da salinidade do meio, 

tendo este fungo exibido elevada halotolerância. As outras espécies estudadas 

tiveram seu crescimento aumentado em relação à elevação da concentração 

salina demonstrando, portanto, comportamento halofílico. 

A taxa de crescimento dos Pyrenomycetes Gaumannomyces graminis e 

Lulworthia meduza em salinidades de 0-28 %, foi alvo dos estudos de Davidson 

(1974). Embora ambas as espécies pudessem crescer dentro da faixa da 

salinidade testada, o crescimento de G. graminis foi mais rápido em meio de água 

oceânica, sendo o oposto verdadeiro para a L. meduza, a qual cresceu em meios 

de concentrações salinas elevadas. 

Os efeitos da salinidade no crescimento de Aspergillus niger e Paecilomyces 

lilacinum, isolados de solo, foi realizada por Mert & Dizbay (1977). Colônia 

crescidas por quatorze dias em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) foram 

transferidos para o meio líquido Extrato de Malte contendo 1, 2, 3, 5, 7 e 9% de 

NaCL e incubadas por quatorze dias à 27°C. O peso seco foi determinado 

gravimetricamente e a pressão osmótica do meio determinada com “Knauer 

osmometer”. Os resultados mostraram que o crescimento vegetativo nas duas 

espécies foi máximo em meios com 3% de NaCl e 15,5-15,75 atm, sendo reduzido 

com a elevação da concentração salina dos meios de cultura. 

Ekundayo (1979) observou o comportamento de determinadas espécies de 

fungos patogênicos ao homem como Aspergillus fumigatus, Blastomyces 

dermatitidis, Candida albicans, Epidermophyton floccosum, Geotrichum candidum, 

Hormodendrum compactum, Microsporum audouinii, Nectria cinnabarina e 

Sporotrichum schenckii, foi pesquisado em Sabouraud modificado com 0,85; 1,7; 

3,4 e 6,8% de NaCl ou água do mar e verificou que a maioria das espécies 
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cresceram em até 3,4% de NaCl e na água do mar, porém, quatro espécies 

cresceram a 6,8% NaCl. 

Griffin (1981) verificou o crescimento de diversos fungos em diferentes 

salinidades, criando variados potenciais osmóticos. Os resultados mostraram que 

várias espécies de fungos podem exibir tolerância a uma ampla variação de 

salinidade e potenciais osmóticos entre -5 e -40 Mpa. Espécies xerotolerantes 

como Aspergillus nidulans foram caracterizados por um ótimo crescimento radial 

em resposta a um potencial osmótico igual ou inferior a -5 Mpa (0,8 M NaCl). 

Radwan et al (1984) desenvolveram estudos com fungos em 3 solos salinos 

egípcios e 1 solo controle. O número de isolados no solo controle superou os dos 

solos salinos. Quatro isolados de Penicillium mostraram um comportamento 

halofílico. Fusarium spp e Aspergillus terreus são tolerantes a 9 e 10% de NaCl. 

Alguns isolados tiveram tolerância de 30% de cloreto de sódio no meio nutritivo 

como é o caso do Penicillium notatum. 

Um estudo sobre germinação dos zoósporos de Lagenidium giganteum, sob 

várias concentrações de cloreto de sódio (0, 0,2, 0,4 e 0,6g/L), foi desenvolvido 

por Lord & Roberts (1985), os quais utilizaram cinco amostras isoladas de 

diferentes espécies de mosquito em várias regiões dos EUA. Em todos os isolados 

houve um decréscimo na germinação dos zoósporos devido o aumento da 

salinidade em relação ao controle (meio sem NaCl). Na presença de 0,6g/L de 

NaCl os zoósporos de todos as amostras praticamente não germinaram. Apenas 

uma amostra apresentou germinação em 0,2 e 0,4g/L de NaCl. 

O fungo Debaryomyces marama foi isolado de presunto defumado fabricado 

na Espanha por Monte et al., (1986). O efeito do NaCl foi investigado a partir da 

inoculação de esporos no meio YEPD adicionado de 4, 8,  12, 16 e 20% de cloreto 

de sódio. D. marama foi capaz de crescer em todas as salinidades testadas, com 

a redução do crescimento em elevada concentração de sal do meio de cultura.  

Os efeitos da salinidade e da pressão osmótica no crescimento vegetativo e 

reprodutivo de Aspergillus flavus e Penicillium chrysogenum foram observados por 

Mert & Ekmekci (1987). O crescimento vegetativo de ambas espécies foi superior 

quando aumentada a quantidade de NaCl no meio nutritivo. O crescimento 
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máximo vegetativo foi observado em A. flavus e em P. chrysogenum no meio 

nutritivo contendo 9% de NaCl, comparado ao controle. A salinidade e pressão 

osmótica têm inibido a produção de conídios de A. flavus, porém, em P. 

chrysogenum essas condições são estimulantes. 

Para verificar os efeitos da salinidade na germinação de Glomus mosseae, 

Estaun (1989) plaqueou clamidósporos deste fungo em Agar Água 1% ajustado 

osmoticamente para seis diferentes concentrações de NaCl e pH 7. Cada placa, 

contendo de cinco a seis esporos viáveis, foi incubada no escuro na temperatura 

de 25°C e a germinação verificada depois de 3, 6, 14 e 22 dias. O crescimento do 

tubo germinativo foi verificado pela adição do trypan-blue com a ajuda de uma 

grade 50µm x 50 µm. Os resultados mostraram que baixas concentrações de NaCl 

(até 2mg de NaCl/mL) não afetaram significativamente a taxa de germinação dos 

esporos. A germinação foi afetada com a adição de 4 mg de NaCl/mL, tornando-se 

praticamente nula com a concentração de 8 mg de NaCl/mL.  

Park et al (1993), pesquisaram a adaptação do Aspergillus niger em 

condições de estresse salino em meio PDB (batata dextrose líquido) com 

diferentes concentrações de NaCl ao meio de cultura e observaram que com 

0,25% e 0,5% NaCl houve crescimento. Com 0,75%, o crescimento manteve-se 

lentamente, com 1,0 % houve uma interrupção de apenas 30 minutos voltando em 

seguida a crescer. Com 1,5%, não houve crescimento. 

Ravishankar et al. (1994), observaram influência de diferentes salinidades 

(34,5 ‰; 20,7 ‰; 6,9 ‰) sob a composição dos ácidos graxos de um fungo 

marinho Cirrenella pygmea. Esse estudo revelou que a composição dos ácidos 

graxos de fungos marinhos é alterada por fatores externos tais como a salinidade 

e que tais alterações são similares àquelas registradas por alguns fungos 

halofílicos. 

As estratégias, dos fungos marinhos, estudadas por Clipson & Hooley (1995) 

são utilizadas para resistirem a grandes concentrações de sal no mar, acumulando 

solutos como glicerol, manitol, íons Na e Cl no seu citoplasma que permitirão o 

influxo da água pela célula fúngica.  
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Um estudo sobre o crescimento de fungos decompositores de alimentos em 

um meio de cultura sólido em várias temperaturas (5, 10, 15, 20, 25, 30 e 37 °C)  e 

concentrações de NaCl( 0; 0,1; 0,4; 1,0; 3,0; 5,0 e 7,0%), foi estudado com o 

objetivo de relacionar  a taxa de crescimento com a temperatura e  a concentração 

de sal ( Cuppers et al. 1997). 

Quarenta amostras de Aspergillus fumigatus isoladas do solo e água, 

salgados foram mantidas em meio contendo diferentes concentrações de NaCl , 

glicose e temperaturas  de 30°C e 50°C por Tepisic et al (1997). Posteriormente 

determinaram a produção de micotoxinas importantes como verruculogen, 

fumitremorginas B e C e fumigaclavina A, através da cromatografia de camada 

delgada (TLC) e cromatografia líquida de alta performance (HPLC).  

Castillo & Demoulin (1997) relacionaram os efeitos da temperatura e 

salinidade ao crescimento dos basidiomicetos Microporus xanthopus, Pycnoporus 

sanguineus e Schizophyllum commune. Os resultados indicam que M. xanthopus, 

P. sanguineus são sensíveis a salinidade, porém P. sanguineus se destaca por 

apresentar uma alta tolerância a variações de temperatura e S. commune por 

resistir a grandes variações de temperatura e salinidade.  

Edwards et al (1998) desenvolveram um estudo morfológico e fisiológico em 

Dendryphiella salina e D. arenaria em relação a sua capacidade de adaptação no 

oceano, sendo observadas alterações no crescimento das colônias desses fungos 

e na forma de seus esporos. Foram utilizados cinco diferentes isolados de cada 

espécie os quais foram inoculados em “Agar corn meal” (CMA) contendo 

diferentes concentrações de NaCl  (0-10 M). Quando crescidos em CMA com 

elevadas concentrações de cloreto de sódio, foram produzidos conídios mais 

curtos em ambas as espécies.Todos os isolados foram capazes de crescer na 

concentração de 0,5 M de NaCl, embora houvesse uma significante inibição 

quando comparados ao controle (CMA sem NaCl). Diferentes isolados 

apresentaram comportamento variados, com um dos isolados de D. salina 

mostrando-se marcadamente menos tolerante à salinidade.  

A influência da salinidade no crescimento do basidiomiceto Nia vibrissa foi 

verificada por Helmholz et al., (1999). O meio utilizado foi Hagem Agar adicionado 
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de 0, 10, 25, 50, 100 e 150‰ de NaCl e pH 7,5. Os resultados mostraram que Nia 

vibrissa é capaz de crescer em todas as concentrações utilizadas excetuando-se a 

de 150‰, tendo o fungo demonstrado preferência por salinidades entre 5-25‰. 

     

3.3 Quitina e Quitosana 

 

Os polissacarídeos, também denominados de glicanos, diferem entre si na 

identidade de suas unidades monossacarídicas, nos tipos de ligação que os unem, 

no comprimento de suas cadeias, e ainda, no grau de ramificação das mesmas 

(Figura 1). 

Em recentes estudos, várias espécies fúngicas têm sido identificadas como 

fontes alternativas na produção de quitina e quitosana, entre estas: Phycomyces 

blakeslleanus, Mucor rouxii, Colletotrichum lindemuthianum, Absidia coerulea e 

Cunninghamella blakeslleana ( Muzzarelli, 1977; Knorr et al., 1989).   

Em função do amplo campo de aplicação da quitina e quitosana, estes 

polissacarídeos têm sido extensivamente estudados na atualidade. A fonte 

tradicional para obtenção de quitina são os exoesqueletos de crustáceos, contudo, 

existem várias limitações em relação à utilização destes animais, tais como: a 

adaptação ao clima, os locais de confinamento e o processamento em larga 

escala associado com a conversão química de quitina em quitosana, que limitam a 

viabilidade do processo de obtenção para estes polissacarídeos (White et al., 

1979; Mathur & Narang, 1990). 

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

acetil sofrer vários graus de desacetilação, gerando assim diversos derivados da 

quitosana. A molécula de quitosana (poli- β-(1-4)-D-glucosamina) tem um grupo 

amino e um grupo hidroxil os quais podem ser modificados pelo uso de drogas, 

desta forma pode-se modificar as propriedades da quitosana (Sano et al. 1991). 

A quitina, com exceção da celulose é o polissacarídeo mais abundante e 

largamente distribuído, servindo como elemento estrutural encontrado 

especialmente em animais invertebrados e na parede celular de fungos (Kent, 

1964; Kafetzopoulos, 1993).  
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Schembri & Klemm (1998), relataram a ocorrência de sítios de ligação para 

metais pesados na superfície celular de microrganismos que se tornam alvos 

específicos para estes elementos, em um mecanismo que pode ser comparado ao 

processo chave-fechadura, que ocorre com as enzimas, devido à composição 

destas moléculas. 

Chitnis & Deshpande (2002) estudaram os parâmetros para o isolamento e 

regeneração de protoplastos em células leveduriformes e filamentosas de um 

Zygomycete dimórfico denominado Benjaminiella poitrasii. 

O método por cromatografia em camada líquida de alta performence (HPLC), 

foi utilizado por Zhu  et al (2005) para quantificar a glucosamina e verificar a 

pureza da quitina em materiais biológicos e produtos alimentícios. O método foi 

escolhido por ter boa linearidade, precisão. 

A 

 

B 

 

 

 

 

 

 

QUITOSANA 

Figura 1: Fórmula estrutural da quitina (A) e quitosana (B). Campos-Takaki (2005). 
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ABSTRACT 

      In this work, studies were carried out evaluating the influence of the salinity (0, 1.0, 2.5 

and 4.0 % of NaCl), associated the glucose (1.0, 2.5 and 4.0 g/L) and sucrose (1.0, 1.5, 

2.0 g/L), in the growth and the morphology of isolated Cunninghamella elegans 

isolated from mangrove sediments of city Rio Formoso-PE-Brazil.  The growth was 

carried out in the medium Hesseltine & Anderson, added of different concentrations of 

NaCl and carbon sources.  The morphologic analyses was realized following the 

alterations in the form and size of the sporangioles caused for the stress conditions of 

saline, exactly in the presence of the carbon sources glucose and sucrose.  It was still 

observed, a reduction in the growth of C. elegans mainly, with the concentrations of 2.5 

and 4.0% of NaCl.  The observations using the light microscope had demonstrated 

alterations in the sporangioles, verifying themselves that, in concentration 1.0% of 

NaCl. The number of ellipsoids sporangioles increased of 10%. In the concentrations of 

2.5 and 4.0% of NaCl the globose sporangioles showed a discrete reduction from 68% 

for 44%, while that the ellipsoids increased of 5% for 10 and 11%, respectively.  And 

still, in conditions 2.5 and 4% of NaCl were observed the presence of chlamidospores 

and small ramifications of the mycelium.  The results were contributed for a better 

knowledge of the decurrent biological phenomena of stresses it for the salinity, in fungi 

from mangrove.   

     Key words:  Cunninghamella elegans, morphology, salinity, glucose and sucrose 
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      RESUMO 

Neste trabalho, estudos foram realizados avaliando a influência da salinidade (0, 1,0, 2,5  e 

4,0 % de NaCl), associada a concentração da glicose (1,0, 2,5 e 4,0 g/L) e sacarose (1,0, 

1,5, 2,0 g/L) no crescimento e na morfologia de Cunninghamella elegans isolada do 

sedimento de mangue no município de Rio Formoso-PE-Brasil. O crescimento foi realizado 

no meio Hesseltine & Anderson, adicionado de diferentes concentrações de NaCl e fontes 

de carbono. As análises morfológicas foram realizadas acompanhando as alterações na 

forma e tamanho dos esporangíolos causadas pelas condições de estresse salino, mesmo na 

presença das fontes de carbono glicose e sacarose. Observou-se ainda, uma redução no 

crescimento de C. elegans principalmente, com as concentrações de 2,5 e 4,0% de NaCl. 

As observações ao microscópio de luz demonstraram alterações nos esporangíolos, 

verificando-se que na concentração 1,0% de NaCl, o número de esporangíolos elipsóides 

aumentou de 10%. Nas concentrações de 2,5 e 4,0% de NaCl  os esporangíolos  globosos 

sofreram uma discreta redução de 68% para 44%, enquanto que os elipsóides aumentaram 

de 5% para 10 e 11%, respectivamente. E ainda, nas condições 2,5 e 4% de NaCl observou-

se a presença de clamidósporos e pequenas ramificações do micélio. Os resultados 

contribuíram para um melhor conhecimento dos fenômenos microbiológicos decorrentes do 

estresse pela salinidade, em fungo de manguezal. 

Palavras-Chave: Cunninghamella elegans, morfologia, salinidade, glicose e sacarose 
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INTRODUÇÃO 

 Os fungos constituem um grupo de organismos cosmopolitas que podem 

ser encontrados em diversos ambientes em condições favoráveis ou não a sua 

sobrevivência. São eucarióticos, simbiontes, parasitas e/ou sapróbios e 

reproduzem-se por meio de esporos de origem assexual ou sexual. Estes 

microrganismos podem apresentar-se morfologicamente com hifas septadas ou 

cenocíticas (com raros septos delimitando as estruturas de reprodução) e sua 

parede celular caracteriza-se por possuir quitina, um polissacarídeo encontrado na 

maioria dos fungos [2,14, 31].  

Dentre os fungos atuantes como biorremediadores de ambientes poluídos, 

destacam-se os da Ordem Mucorales (Zygomycetes), que compreendem 

microrganismos com um rápido crescimento em condições de cultivo, 

considerados patógenos oportunistas para o homem e animais [1]. 

A adaptação dos fungos às condições de estresse ambiental é um processo 

biológico importante. Muitos estudos têm citado essa adaptação em ambientes 

salinos [6, 9, 20]. Entretanto, o crescimento e a produção de esporos podem ser 

influenciados por esses ambientes salinos [34]. 

É fundamental o conhecimento do comportamento dos fungos em situações de 

estresse ambiental, já que nessas condições, diversos microrganismos produzem 

metabólicos secundários de considerável valor biotecnológico [19, 24, 33]. 
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Esse trabalho tem como objetivos obter o perfil de crescimento de 

Cunninghamella elegans e avaliar o comportamento morfológico em meio 

contendo diferentes concentrações de NaCl, de glicose e de sacarose. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
 Microrganismo - A pesquisa foi realizada com Cunninghamella elegans Lendner isolado 

do sedimento de mangues no Município de Rio Formoso-PE, depositada no Banco de 

Culturas da Universidade Católica de Pernambuco – UNICAP [11], catalogada sob o 

número 542 e mantida em meio BDA (BIOLIFE). 

Curva de crescimento - A curva de crescimento de C. elegans (UCP 542) foi 

desenvolvida a partir do inóculo 107 esporangíolos/mL obtidos do meio de 

esporulação Yeast Malt Agar-YMA, transferidos para Erlenmeyers de 250 mL de 

capacidade contendo 50 mL do meio de Hesseltine e Anderson [14], com 

diferentes concentrações de glicose (2, 4, 6%) e sacarose (2, 4%). Os frascos 

foram incubados à 30º C durante 96 horas sob agitação orbital de 150 rpm. 

Alíquotas foram retiradas a cada 12 horas nas primeiras 48 horas e 

posteriormente, com intervalos de 24 horas até 96 horas. As culturas foram 

filtradas (filtro nylon silkscreen 120F) e, posteriormente, a biomassa foi colocada 

em frascos previamente tarados, submetida ao processo de liofilização mantida 

em dessecador a vácuo, à temperatura ambiente. A curva de crescimento foi 

determinada por gravimetria. Os líquidos metabólicos foram submetidos à 

determinação do consumo de glicose. 
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Determinação do Consumo de Glicose e Sacarose - O consumo de glicose  e 

sacarose foi realizado com alíquotas retiradas e submetidas ao método enzimático 

colorimétrico (Lab-Test)  determinado por leitura em absorbância de 510 nm [13].  

Avaliação do crescimento e morfologia de C. elegans - As colônias crescidas 

no meio de Hesseltine e Anderson [14] adicionado cloreto de sódio (1, 2,5 e 4%), 

glicose (1, 2,5, 4g/L) e de sacarose (1, 1,5 e 2g/L), de acordo com o planejamento 

fatorial de 23, foram incubadas a temperatura de 30º C. As placas foram 

observadas com o auxílio de uma lupa para análise da morfologia, em relação ao 

aspecto macroscópico, levando-se em consideração a coloração e aspecto geral 

das colônias. Para a observação dos aspectos microscópicos das alterações 

morfológicas foi feita cultura em lâmina em quatro dias, coradas com azul de 

Amann, sendo observados através de microscopia de luz forma dos 

esporangíolos, esporângios e a presença de estruturas de resistência. Os 

esporangíolos foram observados em microscópio ótico com aumento de 400X e 

contados utilizando-se uma suspensão de 107, tendo sido avaliados um total de 

200 esporangíolos para cada concentração de salinidade.  

Planejamento Fatorial - Um planejamento fatorial completo 23 com 8 ensaios e 4 

repetições no ponto central, foi realizado, com o objetivo de avaliar o efeito das 

concentrações de glicose, cloreto de sódio e sacarose. A Tabela 1 mostra os 

valores das variáveis +1, -1 e ponto central. 

Influência da salinidade no crescimento de C. elegans de acordo com a Matriz do 

planejamento fatorial completo 23 - O crescimento de C. elegans (UCP 542) foi 

desenvolvido a partir do inóculo 107 esporangíolos/mL obtidos do meio de esporulação 
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Yeast Malt Agar-YMA, transferidos para Erlenmeyers de 125 mL de capacidade, contendo 

25 mL do meio Yeast Malt Broth - YMB. Os frascos foram incubados à 30ºC durante 48 

horas sob agitação orbital de 150 rpm. A biomassa crescida por 48h foi transferida para 

Erlenmeyers de 250 mL de capacidade contendo 25 mL do meio Hesseltine e Anderson 

[14] e mantida em agitação constante por 48 horas, servindo de pré-inóculo nos 

experimentos subsequentes. Após esse período, toda a biomassa foi transferida para 

Erlenmeyers de 1000 mL contendo 300 mL do meio  Hesseltine e Anderson [14], de acordo 

com planejamento fatorial de 23. Os frascos foram mantidos sob agitação orbital de 150 

rpm durante 72 horas. Após esse período, a biomassaa foi obtida por filtração utilizando 

filtro de nylon silkscreen 120F Em seguida, a biomassa foi transferida para frascos 

previamente tarados, submetida ao processo de liofilização e mantida em dessecador à 

vácuo, à temperatura ambiente. A biomassa foi determinado por gravimetria. Os líquidos 

metabólicos foram submetidos à determinação do consumo de carboidratos totais e pH. 

Determinação do pH - O acompanhamento do pH do liquido metabólico dos 

distintos ensaios foi determinado por potenciometria (Potenciômetro digital Quimis 

Mod.400 A). 

Determinação do Consumo de Carboidratos Totais - O consumo de 

carboidratos totais foi determinado pelo método fenol-sulfúrico descrito por Dubois 

et al. [8]. As leituras foram efetuadas em espectrofotômetro digital (Spectronic 

Mod. Genesys 2) no comprimento de onda de 490nm, utilizando glicose como 

padrão. 
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Tratamentos estatísticos - a influência das várias concentrações de NaCl, em 

associação com glicose e sacarose na morfologia dos esporangíolos de C. 

elegans foi utilizada análise de variância de Kruskal-Wallis [29]. A influência de 

glicose e da sacarose sobre o estresse causado pela salinidade  no crescimento e 

na morfologia dos esporangíolos de C. elegans foi avaliado utilizando-se uma 

análise de variância binomial (ANOVA), de acordo com Ayres et al. [4]. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
Influência da glicose no crescimento de C. elegans 

  O perfil de crescimento de C. elegans está apresentado nas Figuras 1, 2, 3, 4 e 5  

utilizando a determinação do consumo de glicose (2, 4 e 6%) e sacarose (2, 4%), produção 

da biomassa e determinação do pH no decorrer das 96 horas de fermentação. Na Figura 2 

observa-se maior produção de biomassa (5,77g/L), com 96 horas na curva de crescimento 

com glicose a 2%. 

Rast et al. [25] durante seus estudos utilizando amostra de Mucor rouxii demonstraram 

rendimentos em torno de 9,0 a 14,0 g/L, apresentando resultados muito superiores aos aqui 

obtidos. Utilizando o mesmo microrganismo, Synowieck e Al-Khateeb [31] encontraram 

valores em torno de 4,0 g/L após 48 horas de crescimento. Porém, Leaño et al. [16], 

obtiveram um peso seco de biomassa máximo de 0,05 g/L com Halophytophtora vesicula 

durante 48 horas, resultando em valor inferior ao encontrado neste trabalho. 

Outro trabalho foi desenvolvido por Andrade et al. [3] utilizando C. elegans 

apresentando resultados em torno de 10,0 a 14,0 g/L após 96 horas de cultivo, cujos 

rendimentos foram superiores aos resultados obtidos nesta pesquisa. O comportamento do 
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pH no decorrer do período de 96 horas de cultivo demonstrou discreta oscilação 

apresentando valores entre de 4,0 e 5,0, concordando com os resultados obtidos por Franco 

(10). 

O crescimento de C. elegans em meio de cultura com diferentes valores de pH está 

representado na Tabela 2. Observou-se que o pH variou de 4,0 a 7,0,  conforme os dados 

descritos por Leaño [16]. O crescimento micelial somente foi possível com pH variando 

entre 6,0 a 8,0, no entanto Franco [10], descreve valores que oscilaram entre 4,0 a 5,0, para 

o maior conteúdo de biomassa.                

Influência da salinidade associada às fontes de carbono glicose e sacarose no 

crescimento de C. elegans 

  O crescimento de C. elegans em meios de cultura com diferentes concentrações de 

NaCl, associado à glicose e sacarose após 96 horas de fermentação, está apresentado na 

Tabela 2. Na presença de NaCl a 1 %, os valores da biomassa são 4,67 g/L e 4,12 g/L nas 

condições 2 e 4, respectivamente. Nessas condições, a concentração da glicose é superior a 

da sacarose mostrando a importância da glicose para o crescimento do fungo. Em relação 

ao NaCl a 4%, as melhores condições de crescimento continuam sendo aquelas que 

apresentam uma concentração de glicose superior a da sacarose cujos valores são: 4,42 g/L 

e 4,68g/L (condição 6 e 8, respectivamente). Porém o mais alto valor de crescimento 

micelial foi o da condição 9, apresentando 5,10 g/L.  A  figura 6 mostra que em todas as 

condições estudadas, mesmo ocorrendo maior concentração de sal a glicose foi consumida 

satisfatoriamente. Supõe-se que as células mantiveram o consumo para garantir a sua 

sobrevivência.  

Estudos com leveduras e com altas concentrações de NaCl sugerem resultados bem 

diferentes destes aqui descritos. Prapailong e Fleet [23] estudaram 30 leveduras de 
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alimentos apodrecidos em meio contendo 7,0 a 20,0% de NaCl e 12,0 e 45% de sacarose. 

Nove ensaios cresceram a 20,0% de NaCl e os menos tolerantes cresceram na faixa de 7,5 a 

10%. Em relação à fonte de carbono todas as espécies cresceram na presença de sacarose, 

semelhantes aos resultados aqui obtidos. Llorente et al [17], pesquisaram o efeito do NaCl 

em leveduras e mostraram um retardo no crescimento em todas as amostras testadas na 

presença de NaCl entre 6 a 15%.  O crescimento de uma levedura halofílica mutante em 

meio contendo 2% de glicose e 3-12% de  NaCl foi avaliado por Yoshikawa et al [35], 

observando que, o melhor meio para crescimento foi verificado com 6,0 a 12% de NaCl.  

Estudos feitos por Marshall et al [18] analisaram a influência de 1,0 a 10% de NaCl no 

crescimento e na sobrevivência de Propionibacterium freudenreichii, Bacillus pumilus e 

Saccahromyces cerevisiae. Apenas S. cerevisiae sofreu um retardo no seu crescimento na 

presença de 2,0 a 10,0% de  NaCl, semelhante aos estudos de Llorente et al [17]. 

Sterflinger e Krumbein [30] estudaram fungos dematiaceos em meio contendo 

concentrações de NaCl  a 2,0, 3,5 e 7,0%, todos apresentaram crescimento nesta faixa de 

salinidade, mostrando a sua holotolerância, similar aos resultados obtidos neste trabalho.  

Efeitos da salinidade no crescimento e na morfologia de C. elegans na presença das 

fontes de carbono glicose e sacarose  

 As colônias foram analisadas macroscopicamente durante 3 dias. As colônias de C. 

elegans apresentaram um micélio aéreo branco inicialmente e posteriormente, acinzentado, 

com ausência das zonas de crescimento, sendo esses resultados semelhantes a Baijal e 

Mehotra [5] e Santiago [27]. 

A presença de clamidósporos nos micélios de C. elegans crescida nos meios com 

salinidades de 2,5 e 4,0%, sugere como uma resposta do fungo ao estresse salino. Esse 
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fenômeno de resistência à salinidade está relacionado com o seu habitat em sedimento de 

mangue, ambiente onde existe uma considerável variação salina. 

As colônias de C. elegans observadas ao microscópio de luz e representadas nas Figuras 

7 e 8, exibiram alterações nos esporangíolos nas concentrações de 2,5 e 4,0% de NaCl. 

Verificou-se que no meio controle (Figura 7A), o micélio apresentou-se bastante ramificado 

sem clamidosporos e com 68% de esporangíolos globosos superando os 5% de 

esporangíolos elipsóides, na concentração de 1,0% de NaCl o número de esporangíolos 

elipsóides subiu para 10% e  nas concentrações de 2,5 e 4,0% NaCl  observou-se que os 

esporangíolos  globosos sofreram um discreto decréscimo para 44% e os elipsóides para 10 

e 11%, respectivamente.  

      Os resultados apresentados na Figura 9 mostraram que o aumento da salinidade dos 

meios de cultura foi acompanhado por modificações na forma dos esporangíolos. A 

quantidade de globosos diminuiu, porém houve uma pequena elevação dos subglobosos, 

subglobosos para elipsóides e elipsóides. A produção de esporangíolos na maioria globosa 

e minoria elipsóide foram também observadas por Shipton e Lunn [28] e Santiago [27], 

concordando com os resultados aqui obtidos. 

Sugere-se ainda, que o aumento de NaCl nos meios de cultura, tenha a função de  

induzir alterações  morfológicas que podem estar relacionadas à disfunções associadas aos 

mecanismos controladores da permeabilidade celular, fazendo com que sejam produzidas 

células morfologicamente diferentes.   

Por outro lado, a inibição observada no crescimento de C. elegans são apoiadas por 

Prista et al [22] pesquisaram sobre o transporte intracelular do Na+ de Debaryomyces 

hansenii, e Rodrigues e Sant’Anna [26] usando Saccharomyces cerevisiae demonstrando a 

influência do NaCl  no crescimento micelial e na produção de proteínas extracelulares 
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totais em função do deslocamento de aminoácidos do meio intracelular  para o meio 

extracelular.  

Outros estudos com S. cerevisiae, Ölz et al [20] investigaram o desenvolvimento celular 

mediante estresse salino de 0 a 0,9M NaCl. Os resultados revelaram que a presença do 

NaCl inibiu o crescimento das células em 25%, quando comparado ao controle.. Resultados 

semelhantes foram observados por Gustafsson e Larsson [12] avaliando o crescimento de S. 

cerevisiae na presença de 0,7M NaCl, confirmando os resultados obtidos com C. elegans. 

Ali [2], observou crescimento apenas vegetativo em Saprolegnia parasitica na presença 

de determinadas concentrações de NaCl e ácido ascórbico. O NaCl e o ácido ascórbico 

combinados melhoram a tolerância de  S. parasitica ao sal. A formação dos esporângios e a 

sua liberação foram sensíveis até nas baixas taxas de salinidade.  

Christian e Waltho [7]; Tempest et al.[31]; Rodrigues e Sant’Anna [26], supõem que a 

redução do crescimento celular pela presença de NaCl no meio, esteja ligada diretamente a 

saída da água para o meio externo devido a pressão osmótica desempenhada pelo NaCl, 

contudo, essa perda de água pelas células para o meio mais concentrado, causa um aumento 

na quantidade de aminoácidos intracelulares [26]. As informações da literatura além de 

apoiar os resultados obtidos com C. elegans permitem esclarecer parte dos fenômenos 

biológicos que ocorrem com o efeito do estresse salino. 
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Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial completo 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As variáveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: Glicose, 1,0g/L (-1) e 

4,0g/L (+1); Sacarose, 1,0 g/L (-1) e 2,0 g/L (+1); NaCl, 1,0% (-1) e 4,0% (+1). Os valores 

dos pontos centrais foram: Glicose, 2,5 g/L; Sacarose, 1,5g/L; NaCl  2,5%.  

 

 

 

 

 

 

 

NÍVEL Glicose 
(g/L) 

Sacarose 
(g/L) 

NaCl (%) 

1 
 

1 1 1 

2 4 1 1 

3 1 2 1 

4 4 2 1 

5 1 1 4 

6 4 1 4 

7 1 2 4 

8 4 2 4 

9 2,5 1,5 2,5 

10 2,5 1,5 2,5 

11 2,5 1,5 2,5 

12 2,5 1,5 2,5 
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Tabela 2: Valores de pH, NaCl, biomassa e carboidratos totais após 72 horas de 

incubação a 30°C, seguindo as diferentes concentrações indicadas no 

planejamento fatorial. 

 

 

Condições pH (inicial) pH (final) Salinidade(‰)

(inicial) 

Salinidade(‰)

(final) 

Biomassa(g/L)

1 5,3 7,1 6,0 4,5 3,22 
2 5,3 7,2 7,0 4,5 4,67 
3 5,3 4,0 6,0 5,5 3,40 
4 5,3 4,0 9,0 8,0 4,12 
5 5,3 3,9 10,0 7,0 3,42 
6 5,3 4,2 10,0 6,0 4,42 
7 5,3 6,6 10,0 6,0 3,92 
8 5,3 6,6 11,0 6,0 4,68 
9 5,3 6,9 9,0 5,0 5,10 
10 5,3 6,8 9,0 5,0 4,99 
11 5,3 6,5 9,0 5,0 4,87 
12 5,3 6,9 9,0 5,0 5,00 

 

As variáveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: Glicose, 1,0g/L (-1) e 

4,0g/L (+1); Sacarose, 1,0 g/L (-1) e 2,0 g/L (+1); NaCl, 1,0% (-1) e 4,0% (+1). Os valores 

dos pontos centrais foram: Glicose, 2,5 g/L; Sacarose, 1,5g/L; NaCl  2,5%.  
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Figura 1: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo glicose a 2% 

descrito por Hesseltine e Anderson [14].  
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Figura 2: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo glicose a 4% 

descrito por Hesseltine e Anderson [14].  
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Figura 3: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo glicose a 6% 

descrito por Hesseltine e Anderson [14].  

 

Figura 4: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo sacarose a 

2% descrito por Hesseltine e Anderson [14]. 
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Figura 5: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo sacarose a 

4% descrito por Hesseltine e Anderson [14]. 
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Figura 6: Carboidratos Totais no liquido metabólico de C. elegans (UCP 542) cultivada  

em meio Hesseltine e Anderson [14] adicionado de diferentes concentrações de NaCl, 

glicose e sacarose, de acordo com o planejamento fatorial.  
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Figura 7: Variações morfológicas de C. elegans: A. Meio H&A controle; B. Condição 1 (Glicose 1,0 
g/L, Sacarose 1,0 g/L, NaCl 1,0 %);  C. Condição 2 (Glicose 4,0 g/L, Sacarose 1,0 g/L, NaCl 1,0 %);  
D. Condição 3 (Glicose 1,0 g/L, Sacarose 2,0 g/L, NaCl 1,0 %);  Formação de clamidósporos: E. 
Condição 4 (Glicose 4,0 g/L, Sacarose 2,0 g/L, NaCl 1,0 %) (400X).   
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Figura 8: Variações morfológicas de C. elegans. Formação de clamidósporos: A. Glicose 1,0 g/L, 
Sacarose 1,0 g/L, NaCl 4,0 B. Glicose 4,0 g/L, Sacarose 1,0 g/L, NaCl 4,0 %; C. Glicose 1,0 g/L, Sacarose 
2,0 g/L, NaCl 4,0 %;  Columelas Dilatadas: D. Glicose 4,0 g/L, Sacarose 2,0 g/L, NaCl 4,0 %;  E. Glicose 
2,5 g/L, Sacarose 1,5 g/L, NaCl 2,5 % (400X). 
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Figura 9: Variações morfológicas dos esporangíolos de C. elegans (UCP 542), em meio Hesseltine e 

Anderson [14] controle e modificado pelas médias das condições de acordo com o planejamento fatorial.  
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RESUMO 

O presente estudo tem como objetivo verificar a influência do NaCl e das fontes de carbono 

na produção de quitina e quitosana por Cunninghamella elegans (UCP 542). A produção de 

quitina e quitosana foi avaliada utilizando-se um planejamento fatorial 23, com 4 pontos 

centrais para analisar os efeitos principais e as interações das variáveis: concentração de 

glicose, de sacarose e de cloreto de sódio. O crescimento do fungo foi realizado durante 96 

horas sob agitação (125rpm) a 28°C, usando o meio descrito por Hesseltine & Anderson 

(1957), adicionado de NaCl, glicose e sacarose, segundo condições descritas no 

planejamento fatorial.  A biomassa produzida ao final do cultivo após liofilização, foi 

submetida ao processo de extração de quitina e quitosana utilizando-se tratamento álcali-

ácido. Os polissacarídeos foram caracterizados através de Espectroscopia ao raio de 

Infravermelho. O melhor rendimento de quitosana (18,3%) foi obtido na condição 8 (2g/L 

sacarose, 4g/L glicose e 4% NaCl), enquanto que o de quitina (41,5%) na condição 2 (1g/L 

sacarose, 4g/L glicose e 1% NaCl). A produção de quitina foi influenciada negativamente 

pela concentração de sacarose, glicose e NaCl no meio de cultura, porém, o efeito de 

interação entre estes fatores apresentou influencia positiva.  Por outro lado, a produção de 

quitosana foi influenciada positivamente pela presença de glicose e concentração de NaCl 

contudo, a sacarose não apresentou influência. Os resultados obtidos demonstram a 

possibilidade de uso de NaCl e glicose  como um método adequado para o aumento da 

produção de quitina e quitosana.   

 

Palavra-Chave: Cunninghamella, glicose, quitina,  quitosana, sacarose e salinidade 
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ABSTRACT 

 

The present study has as objective to verify the influence of the NaCl and the carbon 

sources in the chitin and chitosan production by Cunninghamella. elegans (CPU 542).  

The production of chitin and chitosan was evaluated using an factorial design 23, with 4 

central points to analyze the main effect and the interactions of the variable: 

concentration of glucose, sucrose and sodium chloride.  The growth of fungi was carried 

out during 96 hours under agitation (125rpm) 28°C, using the method described by 

Hesseltine & Anderson (1957), added of NaCl, glucose and sucrose, according to 

described conditions in the factorial design.  The biomass produced to the end of the 

culture after liophylization, was submitted to the process of extraction of chitin and 

chitosan  using itself alkali-acid treatment.  The polysaccharides had been characterized 

through spectroscopy to the Infra-red ray.  The best income of chitosan (18,3%) was 

obtined in condition 8 (2g/L sucrose, 4g/L glucose and 4% NaCl), while that of chitin 

(41,5%) in condition 2 (1g/L sucrose, 4g/L glucose and 1% NaCl).  The chitin 

production was influenced negative by the concentration of sucrose, glucose and NaCl in 

the culture, however, the effect of interaction between these factors presented positive 

influences.  On the other hand, the chitosan production was influenced positively by the 

presence of glucose and concentration of NaCl.  However, sucrose did not present 

influence.  The results obtained demonstrate to the possibility of use of NaCl and 

glucose as a method adjusted for the increase of the chitin production and chitosan. 

 

Key- Words: Cunninghamella, glucose, chitin,  chitosan, sucrose e salinity 
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Os fungos consistem em um grupo de organismos com um grande interesse prático e 

científico (Wang et al. 2000). Os comportamentos dos fungos em situações de estresse 

ambiental, vem sendo amplamente estudados, uma vez que muitos microrganismos, nessas 

situações, produzem metabólicos secundários de importante valor biotecnológico (Radwan 

et al. 1984; Torzilli, 1997).  

O crescimento dos fungos é sensível a uma grande variedade de condições ambientais, 

incluindo a disponibilidade de nutrientes, temperatura (Weits et al., 2001; Loureiro et al., 

2002; Plaza et al., 2003), condições de umidade e salinidade (Tekere et al., 2001; Diaz et 

al., 2002). Todavia, alguns podem crescer bem em ambiente salino, como água do mar e 

salmoura de industria de conservantes (Edgley e Brown, 1980). Estudos têm mostrado a 

adaptação de fungos em condições de tensão ambiental, inclusive os efeitos das fontes de 

carbono e salinidade (Edgley e Brown, 1980; Jonathan e Fasidi, 2003). 

Em estudos morfológicos e fisiológicos com fungos, vários autores relatam alterações no 

crescimento das colônias e na forma dos esporos, assim como aumento da tolerância à 

salinidade com a elevação da temperatura de cultivo (Castilo e Demoulin, 1997; Edwards et 

al., 1998; Cimerman et al., 2000). A presença de altas concentrações de NaCl no meio 

altera a pressão osmótica da célula microbiana, influenciando de forma sensível o 

metabolismo e a  produção de biomassa (Mert e Dizbay, 1997; Rodrigues e Santana, 2001; 

Santos et al 2001; Lenartovicz et al., 2003).  

Recentes avanços em tecnologias de fermentação sugerem que o cultivo de fungos 

selecionados possa prover uma fonte alternativa de quitina e quitosana (Andrade et al. 

2003; Nadarajah et al. 2001; Pochanavanich e Suntomsuk, 2002). As quantidades desses 

polissacarídeos dependem das espécies de fungos e condições de cultivo. Normalmente, os 

Zygomycetes têm quantidades mais altas de quitina e quitosana em suas paredes celulares, 

quando comparada a outras classes de fungos ( Andrade et al. 2000; Campos-Takaki, 2005; 

Franco et al. 2005).   

Várias pesquisam utilizando fungos como fonte alternativa de quitina e quitosana relatam 

rendimentos iguais ou superiores, destes polímeros, aos obtido quando utilizadas fontes 

tradicionais (Synowiecki e Al-khateeb, 1997; Nadarajah et al. 2001; Pochanavanich e 

Suntomsuk, 2002). Em recentes estudos, tem se estabelecido métodos de otimização para 

processos de obtenção de quitina e quitosana a partir de massa micelial de Cunninghamella 
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elegans, sendo relatados rendimentos de quitosana  entre 5 e 8%, e de quitina em torno de 

13 a 24% (Andrade et al., 2000, Amorim et al., 2001; Andrade et al., 2003; Franco et al., 

2005).   

A quitina é um polímero natural, insolúvel em água, linear que apresenta o mesmo tipo de 

unidade monomérica β-1,4 N-acetilglucosamina é o segundo polissacarídeo natural mais 

abundante (depois de celulose). Encontra-se no exoesqueleto de crustáceo, cutícula de 

insetos e parede celular de alguns fungos (Andrade et al. 2003; Synowiecki e Al-Khatteb, 

2003; Franco et  al. 2005). A quitosana é um polissacarídeo amino catiônico, 

essencialmente composto de ligações ß-1,4 D-glucosamina (GlcNAc) unido a resíduos de 

N-acetil-D-glucosamina (Andrade et al. 2000; Campos-Takaki, 2005), e deriva-se da N-

deacetilação da quitina (Tharanathan e Kittur, 2003; Amorim et al, 2005).  

A quitina e quitosana possuem um grande valor econômico devido às suas atividades 

biológicas versáteis e aplicações, principalmente médicas (Synowiecki e Al-Khatteb, 2003; 

Murugan e Ramakrishna, 2004; Yadav e Bhise, 2004) e farmacêuticas (Takeuchi et al. 

2001; Kato et al. 2003). O grande número de aplicações destes polímeros foi estudado 

extensivamente (Yadav e Bhise, 2004; Campos-Takaki, 2005). Quitina e quitosana 

mostram propriedades como: biodegradação, biocompatibilidade, bioação, permeabilidade 

seletiva, ação de polieletrólicos, propriedades de troca iônica, antitumoral e atividade 

antimicrobiana (Santos et al. 2003; Chung et al. 2004; Yadav e Bhise, 2004), e capacidade 

de adsorção (Shigemasa e MinamI, 1996; Tharanathan e Kittur, 2003; Franco et al. 2004).     

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a influência do estresse salino, na 

presença de sacarose e glicose, na produção de quitina e quitosana por C. elegans  (UCP 

542). Neste sentido, na metodologia foi investigada a influência do efeito destes fatores e a 

interação entre os mesmos utilizando um planejamento fatorial. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

   

Microorganismo 

Cunninghamella elegans (UCP 542) foi isolada do sedimento de mangue do 

Município de Rio Formoso, Brasil, catalogada e depositada no Núcleo de Pesquisa 

em Ciências Ambientais – NPCIAMB- Universidade Católica de Pernambuco – 
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UNICAP (Gomes et al., 2000). A linhagem foi mantida em meio de cultivo Batata 

Dextrose Agar (BDA) a 5°C. 

 

Condições de cultivo 

 

Os esporangíolos de C. elegans cresceram durante sete dias a 28ºC em placas de Petri 

contendo o meio Yeast Malt Agar (YMA). Utilizando-se uma cultura monospórica de C. 

elegans, foi realizada a padronização de inóculo através de contagem de esporangíolos em 

hematocitômetro para uma  concentração final de 107 esporangíolos/mL.  Cerca de 10mL 

do inóculo foi transferido para frascos Erlenmeyers de 250mL contendo 100mL do meio de 

cultura descrito por Hesseltine e Anderson (1957), adicionado de concentrações distintas  

de sacarose, glicose e NaCl,  segundo as condições estabelecidas pelo planejamento 

fatorial, seguido de incubação a 28°C, por 48 horas, sob agitação orbital de 150 rpm. Em 

seguida, após o tempo de incubação os frascos foram transferidos para frascos de 1000 mL, 

contendo 200 mL do mesmo meio, incubados à temperatura de 28ºC , sob agitação orbital 

de 150 rpm, durante 72 horas. Ao final do crescimento a biomassa foi coletada por filtração 

em membrana de fibra sintética de silkscreen (120 F), seguida de duas lavagens com água 

deionizada, submetida à liofilização e posterior determinação do peso seco.  

 

 

Métodos Analíticos 

Extração de Quitina e Quitosana 

O processo de extração da quitina e quitosana foi realizado de acordo com Franco et al, 

(2004). O processo constou de desproteinização da biomassa pelo tratamento com uma 

solução de hidróxido de sódio a 2% w/v (30:1 v/w, 90ºC, 2 h). Em seguida, separação da 

fração álcali-insolúvel (AIF), através de centrifugação (5000g, 15 min.), extração da 

quitosana (AIF) sob refluxo com uma solução a 10% v/v de ácido acético (40:1 v/w, 60ºC, 

6 h). A separação de quitina foi realizada por centrifugação (5000 g, 15 min.), precipitação 

da quitosana a pH 9.0, ajustado o pH com uma solução de NaOH a 4 M . Osco-polímeros 

obtidos quitina e quitosana foram lavados com água destilada, etanol, acetona e secos a 

temperatura de 20ºC. 
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Caracterização da Quitina e Quitosana 

Espectroscopia de Infravermelho 

Dois miligramas de amostras de quitina e quitosana que foram secas overnight a 60°C sob 

pressão reduzida foram completamente homogeinizadas com 100mg de KBr. Os discos de 

KBr prepardos foram secos por 24h a 110°C, sob pressão reduzida. A espectroscopia ao 

raio infravermelho foi realizada utilizando-se espectrômetro com transformada de Fourier 

(FTIR), BRUKER Mod. IFS. Discos de KBr foram utilizados como referência. A 

intensidade das faixas de absorção máxima foi determinada pelo método de linha base.   

 

Planejamento Fatorial 

Realizou-se um planejamento fatorial 23 com 4 pontos centrais para analisar os efeitos 

principais do estresse salino e interações das variáveis concentração de sacarose e glicose, 

sobre a produção de quitina e quitosana por C. elegans (UCP 542). A Tabela 1 apresenta as 

variáveis e os níveis estudados no referido planejamento. O erro experimental estimado foi 

calculado por quatro repetições do ponto central.  Os cálculos de todos os testes foram 

realizados com a ajuda do programa STATISTICA versão 6.0 da Statsoft Inc., USA. e 

apenas, as relações com p value menor ou igual a 0,05 foram consideradas estatisticamente 

significantes. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A figura 1 apresenta os rendimentos de quitina e quitosana extraídas do micélio de C. 

elegans (UCP 542) nas diferentes condições de cultivo, estabelecidas pelo planejamento 

fatorial.  

Os melhores rendimentos, valores percentuais médios, da produção de quitina e quitosana 

foram obtidos na presença de 4% de glicose. A produção de quitina foi acentuada na 

presença de 1% de sacarose e de 1% de NaCl (Figura 1A), enquanto que a produção de 

quitosana foi maior com 2% de sacarose e 4% de NaCl (Figura 1B), sendo os rendimentos, 

respectivamente de 41,5% e de 18,3%.  
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Esses dados estão de acordo com os resultados de Pochanavanich e Suntornsuk (2002) e 

Nadarajah et al (2001) que reportam sobre a produção de quitosana por fungos é 

dependente das condições de cultivo, incluindo as fontes de carbono.   

E ainda, Andrade et al. (2000) e Franco et al (2004) propuseram que C. elegans como 

sendo uma promissora fonte de quitina e quitiosana.  Para Chung et al. (2004) o processo de 

produção de quitina e quitosana por via microbiológica, demonstra que o conteúdo destes 

polissacarídeos na parede celular de fungos é geralmente maior em Zygomycetes. 

 

Os resultados de produção da quitina e da quitosana (Figura 1) obtidos neste trabalho, nas 

condições 2  e 8, respectivamente,  são superiores aos descritos por Synowiecki; Al-

Khateeb (1997), que obtiveram rendimentos de quitosana a partir da biomassa de Mucor 

rouxii, em torno de 9 % e 7,3%, e de quitina, em torno de 8,9%.  Contudo, a produção de 

quitosana obtida na condição 8 (18%) é similar as descritas por Pochanavanich e 

Suntornsuk (2002) e  Nadarajah et al (2001),  os quais reportam rendimentos de quitosana 

por Rhizopus sp em torno de 19%.  

Os resultados obtidos nesta pesquisa para rendimento de quitina e quitosana a partir de 

micélio de C. elegans (UCP 542) mostraram-se equivalentes quando comparados com 

experimentos conduzidos com outros microrganismos, como também, considerando as 

fontes tradicionais de quitina como os crustáceos (Synowieck e Al-Khateeb, 2003; 

Tharanathan e Kittur, 2003).  

A Figura 2 mostra que a produção de quitina foi influenciada negativamente pela 

concentração de sacarose, glicose e NaCl no meio de cultivo, embora a interação entre 

esses componentes apresente influência positiva.  Por outro lado, a produção de quitosana 

foi influenciada positivamente pela concentração de glicose e NaCl; contudo, a sacarose 

apresentou influência estatisticamente significativa.   

Andrade et al. (2000) e Andrade et al (2003) realizaram planejamentos fatoriais para 

otimizar, respectivamente, a produção de quitina e quitosana por C. elegans (IFM 46109), 

modificando a composição do meio de cultivo em relação à concentração de glicose, 

asparagina e tiamina. Os autores observaram que o aumento da concentração de glicose 

promoveu maior rendimento de quitina e quitosana, respectivamente, de 24% e 8%.  Franco 

et al. (2005), relatam rendimentos de quitina, em torno 28% e de quitosana de 7,8% a partir 
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da massa micelial de C. elegans (IFM 46109), crescida na presença de 6% de glicose. 

Andrade et al (2003) ao estudarem a produção de quitina por Mucor javanicus, em meio de 

cultivo com 6% de glicose, obtiveram valores em torno de 23,9%. Amorim et al (2001), 

descreve rendimento de quitosana extraída de Mucor racemosus de 40% e de C. elegans 

(URM 46109) de 20%, em meio de cultivo contendo 2% de glicose. 

A caracterização pelo espectro infravermelho da quitina e quitosana obtidas por C. elegans 

em meio descrito por Hesseltine e Anderson (1957) de acordo com as condições 2 e 8 do 

planejamento fatorial, foram similares àquelas registradas na literatura (Amorim et al, 

2001; Andrade et al, 2000; Franco et al, 2005). Os resultados mais significativos nesta 

análise foram aqueles demonstrados pelas bandas amida, aproximadamente 1658, 1559 and 

1378 cm-1 (Figura 3), que pode ser apontado para o acoplamento com C=O, a deformação 

N– H no plano CONH e a ligação CN com deslocamento de CH2. Do mesmo modo, a 

quitina de C. elegans mostra bandas amida na região II, que foram 1559 e 1558 cm-1. Estes 

resultados são apoiados pelas pesquisas realizadas por Shigemasa e Minami (1996). 

Andrade et al (2003) e Franco et al (2005), os quais registraram que a estrutura da quitina 

contém dois tipos de grupos amida e que ambos formam C=O….N-H bandas 

intermoleculares ligadas, que são também receptores para o grupo CH2OH .  

Segundo Santos et al (2003) a deacetilação e o processo de regeneração, causam disfunções 

no retículo cristalino da quitina, induzindo uma reordenação nas ligações de hidrogênio em 

quitosana. Isto pode ser observado na banda central aproximadamente 3483 cm-1 e 3305  

cm-1, na região de deformação axial de OH, que aparece sobrepondo às bandas de 

deformação axial de NH, indicando a formação da ligação de hidrogênio, e o deslocamento 

da alta freqüência de banda indica um decréscimo na ordem estrutural. Estes dados estão de 

acordo com a literatura de Amorim et al, 2001; Andrade et al, 2000; Pochanavanich e 

Suntornsuk, 2002; Santos et al, 2003; Franco et al, 2005 quando comparados ambos 

polissacarídeos, quitina e quitosana, obtidas pelos métodos microbiológicos e 

caracterizados pelo espetro infravermelho. Os resultados obtidos com o aumento de quitina 

e quitosana mediados pelo efeito do estresse salino e presença de glicose vem ressaltar a 

importância do método na produção microbiológica dos co-polímeros, considerando as suas 

amplas aplicações industrial, ambiental e na área médica. 
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TABELAS 

 

 

Tabela 1: Matriz do planejamento fatorial que estuda a influência de 3 fatores na produção 

de quitina e quitosana por C. elegans.  As condições 9 a 12 referem-se ao ponto central, que 

equivale às médias dos dois níveis extremos.  

 

Níveis  

Condições Glicose Sacarose NaCl 

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 a 0 0 0 

10 a 0 0 0 

11 a 0 0 0 

12 a 0 0 0 

 

Concentração de glicose: 1,0g/L nível( –1); 2,5g/L nível (0); 4,0g/L nível (+1); Concentração de 

sacarose: 1,0 g/L nível ( –1); 1,5 g/L nível (0); 2,0 g/L nível (+1); Concentração de NaCl: 1,0 % 

nível (–1); 2,5% nível (0);  4,0% nível (+1); a:  Repetições. 
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FIGURAS 

 

 

 

Figura 1: Quitina (A) e Quitosana (B) produzidas por C. elegans UCP 542 e crescidas 

durante 72 horas após o pré-inóculo, em meio Hesseltine e Anderson, variando a 

concentração de glicose, sacarose e NaCl, de acordo com o planejamento fatorial. 

 

 

A 

B 
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Figura 2. O gráfico de Pareto mostra o efeito da concentração da glicose, sacarose and 

NaCl e os efeitos da interação entre esses fatores em quitina (A) e quitosana (B) produzidas 

por C. elegans UCP 542. 

 

 

B 
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Figura 3: Espectroscopia de Invravermelho de quitina (A) e quitosana (B) extraídos de 

Cuninghamella elegans (UCP 542) crescido em meio  Hesseltine & Anderson de acordo 

com as condições 2 e 8 do planejamento fatorial, respectivamente. 

A 

B 



Silva, M. C. F. Efeitos da salinidade e de fontes...             

 
72

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÕES 

 

 

 

 

 

 

 

 



Silva, M. C. F. Efeitos da salinidade e de fontes...             

 
73

CONCLUSÕES  

A partir dos resultados obtidos com Cunninghamella elegans com o estresse 

salino e fontes de carbono, conclui-se: 

Artigo I 

� Cunninghamella elegans (UCP 542) cresce na presença de  NaCl 

associado às fontes de carbono de acordo com o planejamento fatorial, 

porém o seu crescimento é retardado; 

� Na presença de  NaCl associado às fontes de carbono, os esporangíolos 

globosos sofrem uma redução na quantidade, enquanto os subglobosos e 

elipsóides aumentam.  

� A produção de clamidósporos é decorrente do estresse salino nas 

concentrações de 2,5 e 4,0%; 

� O consumo de carboidratos totais pelo fungo ocorre nas condições de 

estresse salino e funciona como estratégia metabólica de sobrevivência. 

Artigo II 

� As concentrações de NaCl ( 2,5 e 4,0%) associado às fontes de carbono 

glicose e sacarose influenciam diretamente a produção de quitina e 

quitosana; 

� A sacarose é o constituinte do meio de cultura que menos influencia no 

aumento da produção da quitina e quitosana; 

� O NaCl associado a glicose são os constituintes que mais influenciam no 

aumento da produção da quitosana;  

� Os três componentes, juntos, NaCl, D-glicose e sacarose influenciam 

apenas a produção da quitina; 
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� Os resultados obtidos permitem indicar que o estresse salino, associado às 

fontes de carbono D-glicose e sacarose, são condições importantes para a 

produção dos biopolímeros quitina e quitosana. 
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