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RESUMO 

PAULA, Rafaela Caldas. Otimização do cultivo de Cunninghamella elegans para a produção 

de biomassa, quitina, quitosana e biossurfactante em meios de resíduos agroindustriais. 2021. 

75 f. Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia Ambiental) – Universidade Tecnológica 

Federal do Paraná, Curitiba, 2023. 

O avanço dos setores tecnológicos, agropecuários e urbanos, cada vez mais, exigem o uso de 

polímeros para que a suas atividades aconteçam. A busca por polímeros naturais surge como 

uma demanda para esses setores, já que os convencionais podem possuir alto custo de 

produção, além de gerar danos ambientais. A produção desses pode ser feita através do 

cultivo de microrganismos, que em sua estrutura possuem biopolímeros importantes como 

quitina e quitosana. Portanto o objetivo do presente trabalho foi analisar as melhores 

condições de cultivo para C. elegans DSM1255, para a produção de biomassa, quitina, 

quitosana e biossurfactante. Como metodologia foram determinadas as melhores condições 

físico-químicas de cultivo utilizando um planejamento de Plackett-Burman com 7 variáveis 

(concentração de glucose, nitrogênio, asparagina, esporos, pH, temperatura e duração do 

cultivo).  Seguido de um Box-Behnken design para otimização das quantidades glucose e 

peptona. Com a otimização o microrganismo foi crescido em meio de milhocina 

suplementada com glucose. As massas obtidas em todos os experimentos foram utilizadas 

para a extração de quitina e quitosana pelo método químico NaOH 1M 30:1v/m, à 121 °C por 

15 minutos, c 2% 30:1 v/m, à 100 °C por 15 minutos e quitina com os NADES cloreto de 

colina e ácido lático a 80 ºC por 3 h com a massa em pó. Do caldo resultante do cultivo da 

milhocina foi realizado o isolamento do biossurfactante com uma solução de clorofórmio: 

metanol e o índice de emulsificação foi analisado após 24 h da mistura do líquido de cultivo 

com óleo de soja, através da razão da altura da camada de emulsificante com a altura total, 

multiplicada por 100. A análise estatística foi realizada pelo software STATISTICA 6.0. 

Como resultados a maior massa encontrada no planejamento de Plackett-Burman foi de 11,93 

g/L e os parâmetros glucose, peptona, asparagina e temperatura foram considerados relevantes 

para o incremento de biomassa. No Box-Behnken a concentração de 40 g/L de glucose e 27,5 

g/L de peptona haveria uma maior produção de biomassa. Com todas as condições otimizadas 

o cultivo em meio de milhocina obteve um rendimento de 13,62 g/L de massa seca. A 

produção de quitina e quitosana por método químico demonstrou resultados inferiores aos 

encontrados na literatura, com 66,66 mg quitina/g de massa e 12,66 mg de quitosana/g de 

massa. A extração com NADES obteve melhores rendimentos de quitina com 973 mg/g, 

resultado superior ao encontrado na literatura. O rendimento do biossurfactante de 2,64 g/L 

foi próximo ao relatado pela literatura, porém o índice de emulsão em óleo de soja foi baixo 

(22,78%). Sendo assim, o presente trabalho estabeleceu as melhores condições de cultivo para 

C. elegans DSM 1255, resultando no maior rendimento de biomassa relatado até o momento 

para essa cepa. A extração de quitina com NADES demonstrou uma grande eficiência, mas 

que ainda necessita da comprovação de que o material é composto somente por quitina. O 

biossurfactante demonstrou um bom rendimento, mas com baixo índice de emulsão havendo a 

necessidade de testes em outros materiais para testar a estabilidade de emulsão.   

 

Palavras-chave: Biopolímero; Surfactante; Milhocina; Extração verde. 



 

 

 
  

 

ABSTRACT 

PAULA, Rafaela Caldas de. Optimization of the cultivation of Cunninghamella elegans 

for the production of biomass, chitin, chitosan and biosurfactant in agro-industrial 

waste media. 2022. 75 f. Thesis (Master’s in Environmental Science and Technology) – 

Federal University of Technology – Paraná, Curitiba, 2023. 

The advancement of technological, agricultural, and urban sectors increasingly requires the 

use of polymers for their activities to take place. The search for natural polymers emerges as a 

demand for these sectors, since conventional ones can have a high production cost, in addition 

to causing environmental damage. The production of these can be done through the 

cultivation of microorganisms, which in their structure have important biopolymers such as 

chitin and chitosan. Therefore, the objective of this work was to analyze the best cultivation 

conditions for C. elegans DSM1255, to produce biomass, chitin, chitosan and biosurfactant. 

As a methodology, the best physicochemical cultivation conditions were determined using a 

Plackett-Burman planning with 7 variables (concentration of glucose, nitrogen, asparagine, 

spores, pH, temperature, and duration of cultivation). Followed by a Box-Behnken design to 

optimize glucose and peptone amounts. With the optimization, the microorganism was grown 

in corn steep liquor medium supplemented with glucose. The masses obtained in all 

experiments were used for the extraction of chitin and chitosan by the chemical method 

NaOH 1M 30:1v/m, at 121 °C for 15 minutes, CH₃COOH 2% 30:1 v/m, at 100 °C for 15 

minutes and chitin with the NADES choline chloride and lactic acid at 80 ºC for 3 h with the 

powder mass. The biosurfactant was isolated from the broth resulting from the cultivation of 

cornstarch with a chloroform: methanol solution and the emulsification index was analyzed 

after 24 h of mixing the culture liquid with soybean oil, through the ratio of the height of the 

emulsifier layer with the total height, multiplied by 100. Statistical analysis was performed 

using the STATISTICA 6.0 software. As a result, the highest mass found in the Plackett-

Burman design was 11.93 g/L and the parameters glucose, peptone, asparagine, and 

temperature were considered relevant for the increment of biomass. In the Box-Behnken 

concentration of 40 g/L of glucose and 27.5 g/L of peptone there would be a greater 

production of biomass. With all the conditions optimized, the cultivation in corn steep liquor 

medium obtained a yield of 13.62 g/L of dry mass. The production of chitin and chitosan by 

chemical method showed lower results than those found in the literature, with 66.66 mg 

chitin/g of mass and 12.66 mg of chitosan/g of mass. Extraction with NADES obtained better 

chitin yields with 973 mg/g, a result superior to that found in the literature. The biosurfactant 

yield of 2.64 g/L was close to that reported in the literature, but the soybean oil emulsion 

index was low (22.78%). Therefore, the present work established the best cultivation 

conditions for C. elegans DSM 1255, resulting in the highest biomass yield reported so far for 

this strain. The extraction of chitin with NADES showed great efficiency, but it still needs to 

be proven that the material is composed only of chitin. The biosurfactant showed good 

performance, but with a low emulsion index, requiring tests on other materials to test the 

stability of the emulsion. 

 

Keywords: Biopolymer; Surfactant; Corn step liquor; Green extraction 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os setores tecnológicos, biomédicos, agropecuários e urbanos demandam, cada vez mais, 

do uso dos polímeros para que suas atividades aconteçam. Essas demandas são atendidas 

através do uso de embalagens e sacolas plásticas, de condutores específicos para o 

funcionamento de dispositivos eletrônicos ou como importantes constituintes em implantes e 

cápsulas de fármacos (JUNG et al., 2022). Esses produtos, derivados de materiais sintéticos, 

podem apresentar desvantagens relacionadas as baixas propriedades mecânicas, não 

biocompatibilidade, baixa estabilidade e toxicidade. Somado a exacerbada geração de 

poluentes durante a produção dos materiais, o constante uso de fontes que podem ser 

esgotadas e o descarte final de produtos não biodegradáveis, geram problemas no uso dos 

polímeros sintéticos (JUNG et al., 2022; SRIVASTAVA et al., 2022; WANG et al., 2021). 

Uma forma promissora para contornar essa problemática são biopolímeros, 

especialmente, os gerados por microrganismos. Esses biopolímeros, são produzidos a partir de 

materiais renováveis, além de serem biodegradáveis, não tóxicos, com baixo custo de 

produção e com caraterísticas mecânicas melhores do que as dos polímeros sintéticos. Além 

disso, durante o cultivo do microrganismo podem ser produzidas enzimas, metabólitos 

secundários e biossurfactantes que podem ser peças chaves nas questões de remediação de 

contaminantes ambientais (MUSARURWA; TAVENGWA, 2020, 2022; QIN et al., 2019; 

SILVA OLIVEIRA et al., 2022). 

Dentre os biopolímeros a quitina e a quitosana ganham destaque, uma vez que, 

apresentam diversas aplicações, boas características físicas e químicas e possibilidade de 

recuperação do polímero (MUSARURWA; TAVENGWA, 2020). Realizar a produção desses 

biopolímeros juntamente com biossurfactantes é o ideal (LUFT, 2022). Já que os 

biossurfactantes por sua vez, possuem amplo espetro de utilização nas mais diversas 

condições ambientais, uma vez que esses apresentam uma grande resistência a condições de 

pH, temperatura e salinidade extremas (SILVA OLIVEIRA et al., 2022). Ambos podem ser 

produzidos satisfatoriamente por espécies de Cunninghamella, em especial a Cunninghamella 

elegans (SILVA et al., 2022a). 

Aprimorar a produção dos biopolímeros e biossurfactantes é um viés importante 

industrialmente. A viabilidade da produção a um baixo custo pode ser feita através de um 

projeto estatístico experimental (DOE), com a otimização dos fatores de cultivo que 

promovam uma maior geração dos produtos de interesse. Dentro dos parâmetros que podem 

ser otimizados e padronizados, para a finalidade de produção de biomassa e biopolímeros, 
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estão a taxa de difusão do oxigênio e a composição do substrato, principalmente os teores de 

carbono e nitrogênio (ABO ELSOUD; EL KADY, 2019). 

Outra forma de tornar a produção economicamente viável é através do uso de resíduos 

agroindustriais como meios de cultura. Esses resíduos são extensamente produzidos todos os 

anos e apresentam elevados índices de desperdício. E devido a sua disponibilidade, 

composição nutricional com grandes valores de carboidratos complexos, lipídeos e proteínas, 

os resíduos agroindústrias são uma fonte com alto potencial de valorização comparado com os 

meios sintéticos para o cultivo de microrganismos (MITRI et al., 2022). 

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi otimizar as condições de cultivo do fungo C. 

elegans DSM 1255, para a produção e extração de biomassa, quitina, quitosana e 

biossurfactante. Para isto, foi proposto o cultivo em meio de resíduo agroindustrial de 

milhocina com extração ecológica da quitina, de forma a viabilizar a produção dos 

biopolímeros e biossurfactantes através da valorização de resíduos, com uma proposta 

ecológica e viável economicamente. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Analisar as melhores condições de cultivo para o fungo Cunninghamella elegans DSM 

1255, para a produção conjunta de biomassa, quitina, quitosana e biossurfactante. 

 

1.1.2   Objetivo específicos 

 

• Investigar as melhores condições físico-químicas no cultivo de C. elegans DSM 1255 

que proporcionem a maior produção de biomassa desse microrganismo; 

• Otimizar as concentrações de glucose e peptona utilizadas para o cultivo do fungo; 

• Viabilizar o cultivo de C. elegans DSM 1255 em meio de milhocina; 

• Investigar a eficiência de rendimento de quitina a partir de extrações com diferentes 

solventes; 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 BIOPOLÍMEROS 

 

Os biopolímeros são macromoléculas que apresentam diversas unidades de repetição e 

são encontrados em fontes naturais. São encontrados nas estruturas dos organismos e 

microrganismos e podem ser extraídos por métodos químicos tradicionais. O uso dos 

polímeros naturais ganha destaque frente aos sintéticos por serem biodegradáveis, 

biologicamente renováveis, não tóxicos, pela produção com um menor custo e por 

apresentarem um potencial bioadesivo. Somado a isso, existe a redução da problemática 

ambiental relacionada com o uso dos biopolímeros na minimização das emissões de CO2 e na 

diminuição da dependência dos recursos baseados no petróleo e seus derivados. Contudo, 

questões como o baixo ponto de fusão, alta tensão superficial e uma menor estabilidade ainda 

são obstáculos a serem contornados para o uso dos biopolímeros (BARANWAL et al., 2022). 

Alguns dos biopolímeros mais utilizados industrialmente e suas aplicações estão apresentados 

na TABELA 1. 

 

Tabela 1 - Biopolímeros e suas aplicações 

 

Biopolímero Estrutura Classificação Fontes de 
extração 

Aplicações 

Óleos Vegetais 

 

Triglicerídeo Partes vegetais 
(girassol, jojoba, 

mamona) 

Óleo para frituras 
alimentícias e 

biocombustíveis 

Quitosana  

 

Polissacarído 
catiônico 

Fungos, moluscos, 
crustáceos e 

insetos 

Filmes 
alimentícios e 

liberação 
controlada de 

fármacos 

Celulose 
 

 

Polissacarídeo 
neutro 

Resíduos 
agroindústrias, 

fontes vegetais e 
bactérias 

Emulsificantes 
alimentícios e 

revestimento de 
comprimids 

Alginato 
 

 

Polissacarídeo  
aniônico 

Algas marinhas e 
bactérias 

Engenharia de 
tecidos e agente 

gelificante 
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Colágeno (cadeia 
α) 

 

 

Cadeia α – 
peptídeo 

Pele e ossos de 
bovinos 

Géis para cultura de 
células e fabricação 

de curativos 

Fonte: Adaptado de Baranwal et al (2022) 

 

No ramo dos biopolímeros, a quitina e a quitosana ganham destaque. Uma vez que, 

esses polissacarídeos formados por unidades de N-acetilglucosamina (GlcNAc) e glucosamina 

(Glc), exibem múltiplas aplicações devido as suas propriedades biológicas e físico-químicas. 

Ainda que esses polímeros possuam um grande potencial são necessários estudos que o 

tornem passível de replicação e com viabilidade econômica (GIRALDO; GARRIDO- 

MIRANDA; SCHOEBITZ, 2023). 

 

2.1.1 Quitina 

 

A quitina (C8H13O5N)n é um biopolímero macromolecular de cadeia linear formado 

a partir de resíduos de glucosamina (Glc) com ligações β-(1→4) ligadas na porção N-acetil- D 

com unidades glicosídicas encontradas em sua composição. Mais especificamente esse 

polissacarídeo é constituído em poli-β-(1-4)n-acetil-D-glucosamina (HONG et al., 2020; 

LATAŃSKA et al., 2020; PETER et al., 2021). A quitina é caracterizada por sua resistência a 

corrosão, estrutura leve, baixa densidade, baixa solubilidade, rigidez, biodegradabilidade, não 

toxicidade, biocompatibilidade e sustentabilidade (HONG et al., 2020; LATAŃSKA et al., 

2020; NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). Por conta dessas características, a quitina é 

um polímero de interesse na área das ciências de materiais (CHAN et al., 2018). A estrutura 

molecular da quitina está representada na FIGURA 1. 

 

Figura 1 - Estrutura da quitina 

 
Fonte: A autora (2022). 
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A quitina é o segundo biopolímero mais abundante encontrado na natureza, ficando 

atrás apenas da celulose. Em suas características mecânicas a quitina difere da celulose por 

possuir ligações de hidrogênio intermoleculares muito mais fortes (LATAŃSKA et al., 2020). 

Estima-se que mais de cem bilhões de toneladas de quitina são produzidas anualmente na 

natureza (TRIUNFO et al., 2021) e sua extração poder ser feita através de invertebrados 

marinhos (caranguejos, lagostas, camarões, conchas de crustáceos e moluscos), fungos, 

diatomáceas e insetos (HONG et al., 2020). 

Para fins industriais a produção de quitina é feita majoritariamente a partir do 

exoesqueleto de invertebrados marinhos, em especial de camarão, lagosta e caranguejo 

(LATAŃSKA et al., 2020). Cerca de 60% do peso corporal desses animais compreende o 

exoesqueleto, sendo que de 15% a 40% representam o peso da quitina. O uso em larga escala 

dessa fonte pode ser justificado uma vez que a carapaça, onde a quitina é encontrada, 

representa um resíduo com alto grau de desperdício (NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021; 

TRIUNFO et al., 2021). 

Contudo a utilização dessa fonte pode apresentar algumas limitações relacionadas com 

a sustentabilidade e segurança. Quanto a sustentabilidade, existem os elevados gastos 

energéticos, oriundos das altas temperaturas empregadas na extração do polímero. Somado a 

problemática de que o uso dos animais marinhos, como única fonte de extração, pode 

ocasionar o esgotamento desses recursos (TRIUNFO et al., 2021). Já para a segurança, é 

relatada a contaminação dos polímeros por metais traço (em especial cadmio, arsênio, crômio, 

níquel, cobre e zinco), advindos dos processos de biomagnificação e bioacomulação 

(MACEDO et al., 2022) além de seu potencial alergênico, advindo da não purificação 

(ELIEH ALI KOMI; SHARMA; DELA CRUZ, 2018; SURYAWANSHI; JUJJAVARAPU; 

AYOTHIRAMAN, 2019). 

Com isso, surge a necessidade de que fontes distintas para que a extração desse 

produto sejam realizadas. Uma alternativa é a cutícula de alguns insetos, que pode ser usada 

como uma fonte renovável, não sazonal e sustentável de quitina (TRIUNFO et al., 2021). Esse 

polímero pode ser encontrado na cutícula da larva do bicho-da-seda, em libélulas da espécie 

Sympetrum fonscolombii, em asas e nas larvas de baratas, em abelhas das espécies Apis 

mellifera e Bombus terrestres, em cigarras, vespas, gafanhotos e em algumas espécies de 

Coleópteros e Ortópteros (NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). 

Porém, como fonte alternativa os fungos ganham um destaque ainda maior, uma vez 

que atuam como uma fonte viável para a produção do polímero com rendimentos médios de 

8,5% de quitina a cada grama de biomassa seca. Além disso, o uso dos fungos apresenta 
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vantagens relacionadas com a biodisponibilidade, fácil armazenamento e cultivo em 

laboratório. Dentre os fungos, os Zygomycetes são considerados uma fonte promissora para a 

extração da quitina. Dois microrganismos pertencentes a essa classe e que são amplamente 

utilizados para a extração de quitina são C. elegans e Rhizopus arrhizus (TRIUNFO et al., 

2021), onde no trabalho de Silva et al (2022a) a C. elegans apresentou rendimentos de quitina 

superiores a 237.5 mg/L. 

As características e propriedades da quitina são extremamente dependentes da fonte da 

qual o polímero será extraído. Uma vez que as questões relacionadas com o gênero dos 

espécimes e a ecologia também podem resultar em polímeros com diferente peso molecular, 

grau de desacetilação, reatividade química e até mesmo estrutura distinta (LATAŃSKA et al., 

2020; NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). Um exemplo de diferença estrutural desse 

polímero dependente da sua fonte de extração. Podendo existir a formação de três amorfas de 

quitina, sendo elas: α, β e γ (NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). A diferença entre as 

posições das cadeias da α, β e γ- quitina estão representadas na FIGURA 2. 

 

Figura 2 - Estrutura da α, β e γ-quitina. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

A α-quitina é a mais comum das três, podendo ser encontrada na parede celular dos 

fungos, cutículas de insetos e em conchas de crustáceos. Essa é a mais estável das três formas, 

possuindo uma configuração antiparalela dos polissacarídeos com uma grande quantidade de 

ligações de hidrogênio (CHAN et al., 2018; NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). Já a β- 

quitina é encontrada no esqueleto interno de lulas e na parede celular das diatomáceas, esse 

tipo de quitina é caracterizado por possuir menos ligações de hidrogênio do que a forma 

anterior, com arranjo paralelo de cadeias (CHAN et al., 2018; LATAŃSKA et al., 2020; 

NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). A γ-quitina é a forma mais rara das três, cujo 
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estrutura é mais semelhante à da α-quitina, possui uma cadeia antiparalela para cada três 

cadeias, essa forma é extraída do estômago de uma lula ou do casulo de uma espécie de 

mariposa (CHAN et al., 2018; NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). 

Os polímeros de quitina, independentemente de sua forma amorfa, podem ser 

utilizados nos mais diversos ramos, sejam eles alimentícios, cosméticos, agrícolas, 

farmacêuticos, engenharia de tecidos e ambientais (HONG et al., 2020). Na área alimentícia 

como revestimento funcional de embalagens, com propriedades antioxidantes para 

conservação de alimentos (CABRERA-BARJAS et al., 2021); na cosmética através de 

máscaras de skin care eco-friendly e biodegradáveis (PANARIELLO et al., 2021); na 

engenharia de tecidos proporcionando uma maior bioatividade dos fibroblastos dérmicos 

humanos (SMIRNOVA et al., 2019); na agricultura onde a quitina pode ser utilizada para a 

indução de resistência a doenças e promoção do crescimento em plantas (KAMINAKA et al., 

2020); nas farmacêuticas através da liberação controlada de fármacos (SHANG et al., 2018)e 

no ramo ambiental através da biossorção dos mateias pesados como chumbo e cádmio de 

águas contaminadas (ESVANDI et al., 2019). A FIGURA 3 apresenta um esquema das 

possíveis aplicações da quitina. 

 

Figura 3 - Aplicações da quitina. 

 

Fonte: A autora (2022). 
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2.1.2 Quitosana 

 

A quitosana (C8H11O4N)n é um polissacarídeo derivado da quitina obtido através da 

desacetilação alcalina (OMAR et al,. 2022), figura 4. Durante a desacetilação existe uma 

substituição do grupo acetamino por um grupo amino, dando a fórmula estrutural da quitosana 

(β-(1,4)-2-amino-D-glicose) (ABRICA-GONZÁLEZ et al., 2019; HISHAM et al., 2021; 

NASROLLAHZADEH et al., 2021). Mesmo que a constituição da quitina e quitosana sejam, 

praticamente, a mesma com unidades 2-amino-2desoxi-D-glucopiranose unidas por ligações 

glicosídicas do tipo β (1→4), no processo de desacetilação ocorre uma mudança na 

conformação da molécula. Onde as unidades GlcNac da quitina através da hidrólise das 

cetamidas são origem as unidades GlcN da quitosana. Além disso, existe a conversão dos 

grupos cetamidas em aminas (-NH2), conferindo a quitosana uma solubilidade em soluções 

aquosas e em ácidos (MACEDO et al., 2022). 

A quitosana pode ser dividida em quatros graus, que levam em conta o grau de 

desacetilação do polímero, o baixo grau de desacetilação é de 55-70%, grau médio de 71-

85%, grau alto de 86-95% e ultra-alto de 96-100%. Essas diferenças conferem distintas 

aplicações a quitosana, e cada grau deve ser empregado em um ramo específico, para que não 

ocorram problemas relacionados com o uso da quitosana (NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 

2021).  

Figura 4 - Desacetilação da quitina e obtenção de quitosana. 

 

Fonte: A autora (2022). 
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O grau de desacetilação da quitosana está diretamente ligado com a fonte de extração, 

sendo que quitosanas fúngicas extraídas de Rhizopus microsporus, Absidia coerulea e Mucor 

circinelloides demonstraram um grau superior aos encontrados em crustáceos (NUC; 

DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). Além das questões de desacetilação, os fungos também 

apresentam bons rendimentos de quitosana por grama de biomassa, TABELA 2. 

 

Tabela 2 - Fungos produtores de quitosana, valores de rendimento (mg) do polímero por grama de massa 

seca de fungo. 

Organismo Espécie Rendimento de 

                                                                                                 quitosana (mg/g)  

Autor 

Fungo Rhizopus arrhizus 40,88 (BERGER et al., 2020) 

Fungo Absidia cylindrospora 49,93 (BERGER et al., 2020) 

Fungo Cunninghamella elegans 65,40 (BERGER et al., 2020) 

 

Fungo 

 

Benjaminiella poitrasii 

 

60,89 

 

(MANE et al., 2022) 

Fungo Saccharomyces cerevisiae 31,00 (MANE et al., 2022) 

Fonte: A autora (2022). 

 

A quitosana é mais utilizada do que seu precursor, uma vez que suas características de 

ligação com compostos orgânicos, alta solubilidade, propriedades adesivas, 

biocompatibilidade, propriedades catiônicas em soluções ácidas, suscetibilidade a hidrolise 

enzimática, peso molecular, porosidade, hidroxilas e grupos amino são superiores do que as 

encontradas na quitina (IL’INA et al., 2020; OMAR et al., 2022; PETER et al., 2021). Além 

disso, esse polímero pode ser aplicado nas mais diversas formas, sejam elas nanofibra, 

hidrogel, filme, pasta, de forma sólida ou porosa (AHMED; IKRAM, 2016; CHO et al., 

2021). A FIGURA 5 mostra algumas aplicações do uso da quitosana industrialmente, bem 

como suas formas de aplicação e vantagens sobre a quitina. 
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Figura 5 - Aplicações, vantagens e formas de uso da quitosana. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

As aplicações da quitosana na área ambiental ganham destaque, principalmente, pelo 

seu uso no tratamento de solos e águas contaminadas. Nos solos, existem estudos que indicam 

o potencial adsorvente da quitosana para remoção de metais traço, além de proporcionar a 

correção do solo (HATAF; GHADIR; RANJBAR, 2018), floculação e redução da turbidez 

(KANG; MCLAUGHLIN, 2020). Para o tratamento das águas a quitosana é utilizada como 

agente coagulante na remoção de bactérias e vírus (CHRISTENSEN et al., 2017) e como um 

adsorvente eficaz na remoção de arsênio (ZENG et al., 2021), e Pb2+ (PAN; ZHU; CHENG, 

2021). 

Além disso, ambientalmente a quitosana pode ser utilizada como um componente de 

biossensor, capaz de realizar o diagnóstico biológico de contaminação por metais traço 

(LUKYANENKO et al., 2019) e como filme de revestimento de embalagens alimentícias, 

(KUMAR; MUKHERJEE; DUTTA, 2020). Não se limitando as aplicações ambientais, a 

quitosana também é amplamente utilizada nas áreas médicas e cosmetológicas. Algumas de 

suas aplicações estão representadas na TABELA 3. 
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Tabela 3 - Aplicações da quitosana na área médica e na cosmetologia 

 

APLICAÇÕES CARACTERÍSTICAS REFERÊNCIAS 

MÉDICAS   

Engenharia de tecidos Capacidade autofixante com boa 

citocompatibilidade e suporte da 

viabilidade celular em camundongos. 

Resultados relevantes para regeneração 

de cartilagem e/ou defeitos osteocondrais 

(RÉTHORÉ et al., 2020) 

Curativos Propriedades hemostáticas superiores ao 

curativo cirúrgico, gaze. Reduz o tempo 

de hemostasia e mitiga a perda de sangue 

em um modelo animal. 

(WANG et al., 2019) 

Próteses Próteses vasculares que utilizam 

quitosana não induzem resposta 

inflamatória e hiperplasia do tecido 

muscular, ao redor do implante, e não 

causam reações alérgicas e intradérmicas. 

(PIASECKA-ZELGA et al., 

2021) 

Liberação de fármacos Revestimentos antimicrobianos para 

medicamentos, que atuam na liberação 

controlada de moléculas bactericidas. 

(WIGGERS et al., 2022) 

COSMETOLÓGICAS 
  

Produtos de skin care Capacidade absorção, retenção de 

umidade e proteção UV e atua contra o 

envelhecimento da pele 

(CHEN; GUO; LUO, 2017) 

Protetores solares Aplicabilidade como protetor solar com 

atividade antibacteriana. 

(MORSY; ALI; EL- 

SHETEHY, 2017) 

Produtos para cabelo Melhora os parâmetros mecânicos e de 

condicionamento do cabelo e promove 

estabilidade dos produtos em condições 

aquosas. 

(SIONKOWSKA et al., 

2017) 

Cremes dentais Géis com boa capacidade antimicrobiana, 

utilizados na proteção contra cáries 

(GANGULY et al., 2017) 

Fonte: A autora (2022). 

 

2.1.3 Extração química da quitina e quitosana 

 

Dos métodos utilizados para a extração da quitina e quitosana, o químico é o que se 

destaca. Essa metodologia visa remover os sais minerais como o fosfato ou carbonato de 

cálcio que são comumente encontrados na estrutura da quitina. Para retirada desses sais 

podem ser utilizados alguns ácidos fortes, sendo que o ácido nítrico (HNO3), o ácido sulfúrico 

(H2SO3), o ácido clorídrico (HCl), o ácido fórmico (HCOOH) e o ácido acético (CH3COOH) 

são os mais utilizados. Essa etapa é seguida pela separação das proteínas, onde um tratamento 

alcalino, com hidróxido de sódio (NaOH) é realizado. Os métodos mais utilizados na 
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produção industrial usam o HCl, NaOH e o peróxido de hidrogênio (H2O2) para a purificação 

e tratamento dos polímeros de quitina e quitosana (ABIDIN et al., 2020). 

O HCl é ácido o mais utilizado para a extração de quitina em escala laboratorial e 

industrial. Normalmente é utilizado em concentrações de 0,25–4 M, com temperaturas de 21 - 

100 °C, com tempos de 15 min a 48h e a razão sólido-solvente é de 1:9–1:50 (p/v). Já para a 

desproteinização a solução alcalina mais utilizada é o NaOH, cuja concentrações ficam em 

torno de 0,025 - 4 M, com temperaturas de 25-150 °C, com tempo de reação de 20 min a 96 h 

e com a razão sólido-solvente variando de 1:5 a 1:100 (p/ v) (ABIDIN et al., 2020). 

Para a extração da quitina a partir dos resíduos de frutos do mar, principalmente para 

camarão, os protocolos utilizam HCl 3% por 1 h a 25 °C, NaOH por 3 h a 100°C e posterior 

tratamento com ozônio por 3 h, para que seja realizada a descoloração do material (NUC; 

DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). Já para a extração de microrganismos a técnica mais 

utilizada é a descrita por Synowiecki e Al-Khatteb (1997) com NaOH 2% por 2 h a 90 °C, 

CH₃COOH 10 % por 6 h a 60 °C e consecutivos enxagues com acetona. Para a extração a 

partir do exoesqueleto de insetos o protocolo mais comum utiliza 1 M de NaOH por 6 h a 95 

°C, 100 ml de ácido oxálico e 1 % de hipoclorito de sódio por 3 h em temperatura ambiente 

(IBITOYE et al., 2018). 

Esses métodos apesar de serem considerados viáveis economicamente, quando 

aplicados em escala industrial podem apresentar danos ambientais. Uma vez que, esse 

processo de extração demanda uma grande quantidade de energia, exacerbado gasto de água, 

resultam na geração de efluentes ácido-base agressivos, e os reagentes utilizados podem afetar 

as propriedades da quitina extraída. Por conta disso, compostos da química verde vêm 

ganhando destaque na extração desses polímeros, uma vez que contemplam o uso de 

solventes seguros para o meio ambiente e que proporcionam bons rendimentos de quitina e 

quitosana (IBITOYE et al., 2018; NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 2021). 

 

2.1.4 Extração com solventes eutéticos 

 

Uma forma ambientalmente amigável para a extração da quitina é a utilização de 

solventes eutéticos profundos, também conhecidos como DES. Esses compreendem misturas 

líquidas que consistem em pares de doadores e aceptores de ligação de hidrogênio. Os 

solventes eutéticos são considerados como análogos dos líquidos iônicos (LI), pois 

apresentam caraterísticas de baixa pressão e boa capacidade solvente. Além disso, os DES são 
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considerados solventes baratos, seguros, mais sustentáveis e fáceis de preparar quando 

comprados com os solventes químicos e os LI (HONG et al., 2020). 

Os DES são considerados solventes mais sustentáveis do que os químicos, pois sua 

preparação envolve, em sua maioria, compostos naturais ou químicos menos abrasivos. 

Através dos doadores e aceptores de ligações de hidrogênio é possível ajustar as propriedades 

de congelamento, densidade, viscosidade e condutividade para cada tipo de extração ou 

processo desejado (MORGAN et al., 2021). 

No ramo dos biopolímeros os DES já foram estudados para a dissolução de amido 

(ZDANOWICZ et al., 2019), celulose, lignina (LI et al., 2021) e quitina. Sendo que, para a 

extração da quitina já foram utilizados o cloreto de colina, cloreto de zinco, composto de 

hexahidrato de cloreto férrico e cloridrato de betaína (HONG et al., 2020). 

Existe também a classe dos solventes eutéticos profundos naturais, os NADES. Esses 

compreendem a mistura de dois ou mais metabólitos primários, comuns a células vivas e que 

em contato com a temperatura ambiente se tornam líquidos. Esses possuem como vantagem a 

capacidade de recuperação, reutilização e curto tempo de extração. Os NADES possuem 

melhores propriedades de extração quando comparados com os DES, além de serem formados 

somente por compostos naturais (HUANG et al., 2018; NUC; DOBRZYCKA-KRAHEL, 

2021). 

Os NADES possuem fortes ligações de hidrogênio que diminuem a temperatura de 

fusão dos componentes originais. Para esse tipo de solvente o cloreto de colina é o mais 

utilizado como um aceptor de ligações de hidrogênio, e como doadores os mais comuns são a 

ureia, ácidos carboxílicos (ácido lático e cítrico) e os polióis (SMIRNOV et al., 2020). A 

junção desses doadores e aceitadores geram um líquido transparente e viscoso, que em 

temperatura ambiente apresentam baixo ponto de fusão com pressão de vapor insignificante. 

Essa classe de solventes é totalmente biodegradável, tornando-a uma alternativa promissora 

para o desenvolvimento de processos verdes (PONTILLO et al., 2021). 

 

2.2 BIOSSURFACTANTES 

 

Os surfactantes são moléculas anfifílicas que possuem uma porção hidrofílica e uma 

hidrofóbica que atuam na diminuição interfacial de diferentes fases e polaridades (CAROLIN 

C; KUMAR; NGUEAGNI, 2021). Surfactantes sintéticos são amplamente empregados na 

indústria podendo ser utilizados como detergentes, lubrificantes, sistemas de administração de 

medicamentos, pomadas, produtos de higiene pessoal e na formulação de cosméticos. 
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Contudo, existe a demanda da substituição dos surfactantes sintéticos pelos naturais.   Esses 

são chamados de biossurfactantes e podem ser obtidos a partir de animais, plantas e 

microrganismos (FARIAS et al., 2019). 

Os biossurfactantes produzidos por microrganismos são metabolitos secundários que 

estão ligados e são excretados da parede celular microbiana. Esses podem ser divididos em 

duas categorias: a primeira compreende os de baixo peso molecular, como os lipopetídeos e 

glicolipídios; a segunda os de maior peso, como as lipoproteínas e polissacarídeos. Os 

biossurfactantes produzidos por bactérias, fungos filamentosos e leveduras dão origem a 

tensoativos que atuam como emulsificantes, agentes espumantes e dispersores de reagentes 

com melhores propriedades do que surfactantes sintéticos. (CAROLIN C; KUMAR; 

NGUEAGNI, 2021). 

Essas propriedades estão relacionadas com o aumento da atividade superficial, 

biodegradabilidade, compatibilidade ambiental e baixa, ou nenhuma toxicidade. Somado ao 

seu extenso potencial como agente biorremediador de ambientes aquáticos e solos 

contaminados principalmente por derivados de petróleo (SILVA et al., 2018). No ramo da 

biorremediação os biossurfactante também já tiveram sua eficiência comprovada na remoção 

de metais pesados (MISHRA et al., 2021). No processo de descontaminação, os 

biossurfactantes atuam, principalmente, na solubilização dos poluentes através da redução da 

tensão superficial do contaminante e pela adsorção do mesmo (CAROLIN C; KUMAR; 

NGUEAGNI, 2021). A FIGURA 6 mostra um esquema da remoção de metais traço do solo 

através do processo de adsorção. 

 

Figura 6 - Aplicação do biossurfactante para remoção de metais traço do solo. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Os biossurfactantes não são totalmente empregados na indústria, uma vez que seu 

processo de produção pode apresentar um alto custo. Uma forma de contornar essa 
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problemática é a produção de biossurfactantes por microrganismos em meios de culturas a 

base de resíduos agroindustriais (FARIAS et al., 2019). Esses substratos apresentam baixo 

custo e podem representar uma economia de mais de 50% no custo final de produção (SILVA 

et al., 2018). Alguns substratos como óleo de soja residual (RIBEIRO; GUERRA; 

SARUBBO, 2020), melaço de cana-de-açúcar (VERMA et al., 2020), suco de caju 

(NOGUEIRA FELIX et al., 2019) e azeite de oliva (HENTATI et al., 2019) já foram 

utilizados na produção de biossurfactantes. 

Um exemplo da produção de biossurfactantes em meio de resíduos da agroindústria foi 

demonstrado no trabalho de De Medeiros et al (2022) onde o biossurfactante, para a remoção 

de derivados de petróleo, foi produzido por C. elegans cultivada em meio de resíduo de 

macarrão instantâneo, óleo de soja pós-fritura e milhocina. O biossurfactante obtido 

apresentou ação emulsificante, dispersante de petróleo e redução da tensão superficial do 

líquido de 71 para 27,5 mN/m. Esses resultados estão diretamente relacionados com a 

capacidade de remoção do poluente e, sendo assim, o biossurfactante produzido em meio de 

resíduos demonstrou um excelente potencial para biorremediação de petróleo. 

 

2.3 CUNNINGHAMELLA ELEGANS 

 

O C. elegans, FIGURA 7, é um fungo pertencente ao gênero Cunninghamella, 

composto por fungos endofíticos filamentosos. As espécies de Cunninghamella são 

caracterizadas por formarem esporângios na superfície da vesícula, esses esporângios são 

pedicelados e uni-esporados, além disso, também são reconhecidas pela sua coloração branca 

acinzentada e pela textura algodoada de sua colônia (DE ALVES et al., 2017; ELKHATEEB; 

AL KOLAIBE; M. DABA, 2021). 
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Figura 7 - Formas de crescimento da C. elegans. 

 
Fonte: A autora (2022). 

 

As vantagens de se trabalhar com fungos desse gênero compreendem a possibilidade 

de escalonamento, facilidade de manuseio e baixo custo de produção (GRAFINGER et al., 

2019). Além disso, durante o cultivo desses microrganismos podem ser produzidos e 

coletados, do meio líquido, alguns metabólitos secundários (como ácido palmítico, oleico e 

esteárico), compostos esteroides (como a α-amirina (A4) e β-sitosterol) e enzimas de 

citocromo P450, responsáveis pela fase I e II da biotransformação (ELKHATEEB; AL 

KOLAIBE; M. DABA, 2021). 

A biomassa é outro componente amplamente utilizado, seja como fonte de extração de 

polímeros ou como material biossorvente (ELKHATEEB; AL KOLAIBE; M. DABA, 2021). 

Sobral et al (2022), relatou eficiências de adsorção do corante azul de metileno maiores do 

que 90% em apenas 24 horas, utilizando a biomassa liofilizada de C. echinulata como 

adsorvente teste. Já Abdel-Razek (2009), demonstrou que com 0,5g de biomassa de C. 

elegans foi possível remover 54% de íons de Cobre (II) em apenas 2 horas de contato da 

massa seca com o contaminante, possibilitando a reutilização da massa por 4 vezes. Esses 

resultados são promissores, uma vez que espécies de Cunninghamella geram uma extensa 

produção de biomassa, com bons rendimentos começando em 9 g/L de massa seca (SILVA et 

al., 2022a). 
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2.4 MEIOS DE CULTIVO PARA MICRORGANISMOS 

 

Fungos filamentosos possuem a capacidade de se desenvolver em vários tipos de 

substratos, realizando a degradação de carboidratos complexos, proteínas e lipídeos em 

açúcares mais simples. Além desse processo de bioconversão de metabólitos, a biomassa 

desses fungos é extremamente valorizada em processos industriais. Para a maior produção de 

ambos, o meio de cultura deve atender as demandas nutricionais dos microrganismos. Essas, 

geralmente, são atendidas pelos meios sintéticos definidos como os a base de sacarose, 

glicose, sais e vitaminas, que fornecem as quantidades necessárias de carbono, nitrogênio e 

demais nutrientes para os microrganismos. Contudo, sua utilização pode gerar altos custos de 

produção que inviabilizam processos em larga escala (KARIMI et al., 2018). 

Sendo assim, surge a necessidade da formulação de meios a um baixo custo e que 

sejam capazes de cumprir os requisitos necessários para o crescimento microbiano. Os 

substratos escolhidos para essa finalidade devem possuir grandes quantidades de macro e 

micronutrientes e serem encontrados em abundância, geralmente na forma de resíduo. Os 

resíduos da agroindústria cumprem com excelência os requerimentos nutricionais e são 

amplamente disponíveis, sendo que os resíduos do arroz, soja, cana-de-açúcar, batata, 

mandioca, trigo, milho e materiais lignocelulósicos já foram utilizados como substitutos aos 

meios sintéticos (KARIMI et al., 2018). 

 

2.4.1 Milhocina 

 

A milhocina é um resíduo agroindustrial, oriunda da maceração do milho, e é 

conhecida como corn steep liquor. Seu uso é justificado, uma vez que ela é responsável por 

mais de 45% do peso seco do milho, que compreende 35% da produção mundial de grãos, 

gerando uma grande quantidade desse resíduo (MARTINEZ-BURGOS et al., 2021; ZHOU et 

al., 2022). Segundo Raymond; Young (1998), a base seca da milhocina é composta por 49,3% 

de umidade, pH 3.9, 40,8% de proteínas, 16,0 % ácido lático, 12,8% de açúcares redutores e 

30,8% de outros compostos, como íons metálicos, vitaminas e aminoácidos. 

A milhocina já foi utilizada como meio de cultivo para o cultivo de bactérias e fungos, 

seja para a produção de biossurfactantes (MEDEIROS et al., 2022a), quitosana (SILVA et al., 

2022a), quitinases (BORTOLUZZI BALDONI et al., 2020), probióticos (WU et al., 2020) ou 

lacases (ZERVA et al., 2021). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

  

O trabalho foi realizado na Unidade de Pesquisa em Xenobióticos (UPX) da Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná (PUCPR) e nos laboratórios de Biotecnologia, 

Microbiologia e de Multiusuários de Equipamentos e Análises Ambientais da Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná (UTFPR). A FIGURA 8 apresenta um desenho esquemático 

completo de todas as metodologias utilizadas no trabalho. 

 

Figura 8 - Desenho esquemático das metodologias utilizadas no presente trabalho. 

 

Fonte: A autora, 2022.  
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3.1 SAIS, MEIOS E REAGENTES 

 

Os nutrientes, meios e reagentes utilizados durante esta pesquisa estão descritos na 

TABELA 4. 

Tabela 4 - Sais, meios e reagentes utilizados em cada experimento 

Experimento Insumos utilizados 

Cultivo do microrganismo Potato Dextrose Agar (PDA) 

Contagem de esporos NaCl e Tween 80 

Planejamento de Plackett-Burman Meio sintético (K2HPO4, MgSO4.7H2O, 
FeSO4.7H2O 

e CaCl.2H2O), glucose, asparagina, peptona, KOH e 

NaOH 
Otimização Experimental de BB Meio sintético (K2HPO4, MgSO4.7H2O, 

FeSO4.7H2O 
e CaCl.2H2O), glucose, asparagina, peptona, KOH e 

NaOH 
Cultivo em reator Milhocina, asparagina, antiespumante 

Extração de quitina e quitosana NaOH, CH₃COOH, etanol, acetona, ácido lático e 
cloreto de colina 

Biossurfactante H2SO4, metanol, clorofórmio e óleo de soja 

Fonte: A autora, 2022 

 

 

3.2 CULTIVO DO MICRORGANISMO 

 

C. elegans DSM 1255, foi cedido pelo banco de fungos da Unidade em Pesquisa em 

Xenobióticos da Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR), Campus Curitiba. As 

culturas foram cultivadas em placas de Petri (90X15 mm) em meio PDA durante oito dias em 

estufa a 28 °C. 

 

3.3 COLETA E CONTAGEM DE ESPOROS 

 

No sétimo dia de crescimento do microrganismo, o micélio aéreo do fungo foi 

raspado com o auxílio de uma alça de Drigalski e transferido para uma garrafa de vidro, de 

500 mL, com 100 mL de água destilada estéril, 0,9% de NaCl e 0,05% de Tween 80. O 

líquido foi homogeneizado e, posteriormente filtrado por duas camadas de gaze, e transferido 

para um Erlenmeyer de 250 mL. A contagem dos esporos foi realizada em câmara de 

Neubauer, a partir do líquido filtrado, e foram feitas duas suspensões calibradas a 1 x 107 e 1 

x 108 esporos/mL. Esse protocolo foi realizado de acordo com a metodologia descrita por 

Samson et al (2014), com adaptações. 
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3.4 CULTIVO DA CUNNINGHAMELLA ELEGANS DSM 1255 EM SHAKER AGITADO 

 

Os frascos, no qual os esporos foram incubados, continham 75 mL de meio sintético 

(5,5 g/L K2HPO4, 1,70 g/L KH2PO4, 0,41g/L MgSO4.7H2O, 0,0183 g/L FeSO4.7H2O e 0,03 

g/L CaCl.2H2O), adicionados com variações de 2 para 3 g de asparagina, de 10 para 20 g de 

peptona e 10 mL de glucose de 40 para 12 g/L, com pH ajustado para 5.5 e 7.0 com a adição 

de KOH ou NaOH. Os frascos com o meio foram previamente autoclavados e incubados com 

os esporos a 107 ou 108, a 30 ou 35 °C por 96 ou 120 h em um agitador orbital a 150 rpm. As 

concentrações de asparagina, peptona e glucose, bem como os valores da suspensão inicial de 

esporos, pH, temperatura e tempo de incubação foram realizados seguindo o delineamento 

experimental. 

 

3.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE PLACKETT-BURMAN PARA A 

PRODUÇÃO DE BIOMASSA DE CUNNINGHAMELLA ELEGANS 

 

Os ensaios de produção de biomassa de C. elegans DSM 1255 foram feitos seguindo o 

planejamento experimental fatorial fracionado de Plackett-Burman. O cultivo foi realizado 

com 7 variáveis e com a adição uma replicata genuína. Os sete fatores selecionados foram: 

concentração de glucose, pH inicial, adição de asparagina, temperatura, concentração de 

peptona, duração do experimento e concentração inicial de esporos. Esses parâmetros foram 

escolhidos, pois cada um pode interferir biomassa, considerada como variável de resposta 

dada em g/L. A TABELA 5 demonstra os valores reais para cada nível codificado. Já a 

TABELA 6 representa a matriz codificada do planejamento experimental. 

 

Tabela 5 - Fatores e níveis utilizados no planejamento de Plackett-Burman 

Fator/Nível -1 +1 

Concentração de glucose (g/L) 40 12 

pH inicial 5.5 7 

Temperatura (°C) 30 35 

Adição de Asparagina (g/L) 2 3 

Concentração de peptona (g/L) 10 20 

Duração do experimento (h) 

Concentração inicial de esporos 
(esporos/mL) 

96 

107 

120 

108 

Fonte: A autora, 2022 
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Cada um dos parâmetros e seus respectivos valores foram escolhidos por estarem 

diretamente relacionados com o incremento de biomassa fúngica.  El-Rahmany (1993) em seu 

trabalho, estabeleceu os melhores valores de pH e temperatura para o crescimento de C. 

elegans. Sendo que, para o crescimento desse microrganismo o pH ideal é de 5.5, mas 

também é possível em pH entre 4 e 8. Com base nisso, os valores de pH do presente trabalho 

foram estabelecidos em 5.5 (-1) e 7 (+1). Já a temperatura o crescimento é possível em 

valores que variam de 30 e 50 °C. Então, como parâmetros foram escolhidos 30 °C (-1) e 35 

°C (+1), para tornar o processo passível de ser escalonado. 

Ainda em seu trabalho, El-Rahmany (1993) ressaltou que a C. elegans possui uma 

elevada especificidade pela L-Asparagina, sendo assim, esse parâmetro foi escolhido como 

uma variável. As concentrações de asparagina foram determinadas com base nos trabalhos 

Stamford et al (2007) e Andrade et al (2000), que utilizaram 2 g/L (-1) e 3 g/L (+1) de 

asparagina, e respectivamente obtiveram 10, 3 e g/L de 11,6 g/L de massa seca. 

Os valores de glucose foram determinados a partir das concentrações de açúcares 

presentes nos meios Hesseltine e Anderson (40 g/L, estabelecido como (-1)) e ‘Yam Bean 

Medium” (12 g/L, como (+1)), utilizados no trabalho de Stamford et al (2007). Ambos os 

meios apresentaram rendimentos de biomassa seca maiores que 10 g/L. A concentração (-1) 

de peptona, também, foi determinada pelo trabalho de Stamford et al (2007), que a partir de 

10 g/L de peptona obteve um rendimento de 12 g/L de biomassa. Já a concentração (+1) foi 

escolhida a partir do trabalho de Khalaf (2004) que com 20 g/L da fonte de nitrogênio, obteve 

um rendimento superior a 20 g/L. 

O tempo de duração de experimento foi estabelecido em 96 (-1) e 120 horas (+1). A 

duração de 96 horas é a mais utilizada, principalmente, em trabalhos que visam a produção de 

biomassa, quitina e quitosana. Essa duração já proporcionou 13,06, 25,00 e 16,96 g/L de 

biomassa nos trabalhos de Berger et al (2020), Valéria et al (2001) e Dos Santos et al (2013), 

respectivamente. Por fim, a concentração inicial de esporos foi determinada com base nos 

trabalhos de Silva et al (2022a), que utilizou uma suspensão de esporos de 1mL x 107 

esporos/mL (estabelecida como (-1)) e de Stamford et al (2007) que utilizou 1 x 108 

esporos/mL (+1), em ambos os trabalhos os autores tiveram rendimentos superiores a 9 g/L de 

massa seca. 
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Tabela 6 -  Matriz codificada do planejamento de Plackett-Burman. 

Experimentos Replicata A B C D E F G 

1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 
2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 
3 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 
4 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 
5 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 
6 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 
7 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 
8 1 1 1 1 1 1 1 1 
9 2 -1 -1 -1 1 1 1 -1 

10 2 1 -1 -1 -1 -1 1 1 
11 2 -1 1 -1 -1 1 -1 1 
12 2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 
13 2 -1 -1 1 1 -1 -1 1 
14 2 1 -1 1 -1 1 -1 -1 
15 2 -1 1 1 -1 -1 1 -1 
16 2 1 1 1 1 1 1 1 

Fonte: A autora, 2022. 

*Legenda: A (concentração de glucose, onde 1= 12 e -1 =40), B (pH inicial onde 1= 7 e -1 = 

5.5), C (Temperatura, onde 1= 35 °C e -1 = 30 °C), D (Adição de asparagina, onde 1= 3 g/L e -1 

= 2 g/L), E (concentração de peptona, onde 1= 20 e -1 =10 g/L), F (tempo de duração do experimento, 

onde 1= 120 h e -1 = 96 h), G (concentração inicial de esporos, onde 1= 108 e -1 =107). 

 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DE BIOMASSA 

 

A determinação da biomassa foi realizada conforme protocolo descrito por Bianchini 

(2019), com adaptações. As massas foram filtradas a vácuo, com duas lavagens em água 

destilada e levadas a estufa à 50 °C por 48 h. As massas secas foram mantidas em dissecador 

a vácuo por 48 horas, para que atingissem o peso constante, e posteriormente foram pesadas 

em balança analítica. 

 

3.7 OTIMIZAÇÃO EXPERIMENTAL – BOX-BEHNKEN DESIGN 

 

Com base nos resultados encontrados no Plackett-Burman as variáveis de 

concentração de glucose e peptona foram escolhidas para serem otimizadas. Sendo assim, foi 

realizado um experimento de Box-Behnken design, com dois fatores, com a adição de uma 

replicata genuína. As concentrações -1, 0 e +1 tanto da fonte de açúcar quanto da de 

nitrogênio são apresentadas na TABELA 7. 
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Tabela 7 - Fatores e níveis utilizados no planejamento de Box Behnken 

 Fator 
Nível Concentração de Glucose Concentração de Peptona 

-1 20 20 
0 30 25 
1 40 30 

Fonte: A autora, 2022. 

 

     O experimento foi realizado em frascos Erlenmeyer com capacidade de 250 mL, com 

o mesmo meio sintético utilizado no item 3.4, adicionado de 3 g/L de asparagina e 1 mL da 

suspensão de esporos de 108. Como fonte de açúcar foi utilizada glucose e de nitrogênio 

peptona. Os experimentos permaneceram nessas condições por 120 h, à 150 rpm com 

temperatura mantida em 30 °C.  A matriz codificada de cada experimento está representada 

na TABELA 8. 

 

Tabela 8 - Matriz codificada da otimização Box-Behnken 

Experimento Concentração de Glucose Concentração de Peptona 
1 -1 -1 
2 -1 0 
3 -1 1 
4 0 -1 
5 0 0 
6 0 1 
7 1 -1 
8 1 0 
9 1 1 

Fonte: A autora, 2022. 

 

3.8 CULTIVO EM MEIO DE MILHOCINA 

 

A milhocina foi cedida pela empresa Corn do Brasil, filial de Balsa Nova, Paraná. 

Foram utilizados 75 mL totais de meio de cultivo em cada Erlenmeyer de 250 mL, sendo que 

2,8 mL eram de milhocina (equivalente a 27,6 g de proteínas totais/L – fonte de N e 21,04 g 

de glucose/L), 4 mL de solução de glucose a 40 g/L (para totalizar 40g/L de concentração 

final de glucose no meio) 0,23 g de asparagina (equivalente a 3 g/L), e água destilada. 

Posteriormente, o inóculo foi preparado a partir de uma suspensão de 1 x 108 esporos/mL, 1 

mL dessa suspensão foram depositadas em cada frasco e foram cultivadas em agitador orbital 

a 150 rpm a 30 °C por 120 horas. A determinação de biomassa for realizada por gravimetria, 

descrita no item 3.6. O experimento foi realizado em triplicata. 
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3.9 EXTRAÇÃO DE QUITINA E QUITOSANA 

 

3.9.1 Extração por método químico 

 

O segundo método de extração da quitina e da quitosana foi realizado seguindo o 

protocolo de (HU et al., 1999), onde 3 g da massa seca e triturada foi desproteinização a partir 

de 90 mL de NaOH 1M (30:1v/m, à 121 °C por 15 minutos). Para obter a fração insolúvel em 

álcali FIA, todo o volume foi centrifugado a 4000 g por 10 min; após remoção do 

sobrenadante, o tubo foi pesado e determinada a massa para extração. O precipitado foi 

tratado com ácido acético a 2% (30:1 v/m, à 100 °C por 15 minutos), seguido novamente por 

centrifugação (4000 rpm, em temperatura ambiente por 10 minutos). O material insolúvel em 

ácido foi considerado como a quitina, o sobrenadante foi alcalinizado em pH 10 e foi mantido 

por 12 horas a 5 °C. Posteriormente esse material foi centrifugado (4000 rpm, em temperatura 

ambiente por 10 minutos) e a quitosana foi obtida no precipitado. Tanto a quitina, quanto a 

quitosana foram lavadas quatro vezes com água destilada, liofilizadas e mantidas em 

dessecador a vácuo até que fosse atingido o peso constante. A FIGURA 9 representa um 

fluxograma das etapas de extração de quitina e quitosana pelo método químico não 

convencional. 

 

Figura 9 - Fluxograma com o processo de extração química não convencional da quitina e quitosana 

 

Fonte: A autora, 2022. 
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3.9.2 Extração por NADES 

 

O protocolo de extração por NADES foi realizado seguindo a metodologia descrita por 

(BRADIĆ; NOVAK; LIKOZAR, 2020), onde o ácido lático foi utilizado como doador de 

ligações de hidrogênio e cloreto de colina como aceptor. O ácido lático e cloreto de colina 

(proporção 1:1 m/m, sendo 20,8 mL de ácido lático PA acrescidos de 25g de cloreto de 

colina) foram misturados em Erlenmeyer por 2 h a 80 °C em placa aquecedora até completa 

dissolução do cloreto de colina, correspondendo a 50 g de NADES no total. 

Em um Becker de 250 mL foram adicionados 2 g de massa seca em pó e os NADES, 

esses foram mantidos a 80 ºC por 3 h, posteriormente foram adicionados 100 mL de água 

destilada e uma nova mistura foi realizada por 60 minutos a 60 °C. O líquido foi separado da 

massa por filtração a vácuo com filtro de 0,45 µm e o sólido foi coletado e levado para estufa 

a 105 °C por 48 h e deixados em dissecador a vácuo até o peso constante. 

 

Figura 10 - Desenho esquemático do processo de extração por NADES da quitina. 

 

Fonte: Adaptado de (BRADIĆ; NOVAK; LIKOZAR, 2020). 

 

 

3.10 BIOSSURFACTANTE 

 

3.10.1 Isolamento do biossurfactante 

 

O isolamento do biossurfactante foi feito seguindo o método de Humberto Garcia- 

Cruz (2008) onde 10 mL do bulk (líquido resultante do cultivo em meio de milhocina) foram 

centrifugados a 5000 g, 4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi retirado e teve o pH ajustado 

para 2, com a adição de H2SO4. Com base no volume resultante foi adicionado uma solução 

de clorofórmio: metanol na proporção 2:1 (v/v). Essa mistura foi agitada em vórtex por 10 

minutos e deixada durante a noite ao ar livre para a evaporação. O sedimento de coloração 

branca foi considerado como o biossurfactante. 
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O peso seco do biossurfactante foi mensurado em uma placa de Petri estéril, onde o 

sedimento branco foi levado a estufa a 100 °C por 30 minutos para posterior pesagem em 

balança analítica. 

 

3.10.2 índice de emulsificação (IE) do biossurfactante 

 

A taxa de emulsificação foi determinada a partir do método descrito por Cooper e 

Goldenberg (1987). Onde o líquido filtrado, sem células livre foi misturado com óleo de soja 

na proporção 1:1 (v/v). Essa mistura foi homogeneizada em vórtex por 2 minutos. A 

estabilidade da emulsão foi determinada 24 horas após a mistura e o indicie de saturação foi 

calculado como a razão da altura da camada de emulsificante com a altura total, e o valor 

obtido foi multiplicado por 100. 

 

3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises estatísticas de todos os planejamentos experimentais foram realizadas no 

software STATISTICA 6.0. Para todos os experimentos foram realizadas as análises de 

variância (através do teste ANOVA) e Teste de Tukey (p≤ 0,05) a partir das médias das 

amostras. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 PLANEJAMENTO DE PLACKETT-BURMAN – CONDIÇÕES PARA A OBTENÇÃO 

DE BIOMASSA 

 

Os valores de médias e desvio padrão de cada experimento estão representados na 

TABELA 9. O resultado do primeiro experimento, destacado em negrito, foi o que 

demonstrou um maior rendimento de biomassa. Os valores do desvio padrão de todas as 

condições foram baixos, indicando uma homogeneidade entre as médias. 
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Tabela 9 - Dados descritivos do planejamento de Plackett-Burman 

Condição Média 

(g/80 mL de meio) 

Rendimento 

(g/L) 

Desvio Padrão 

1 0,95 11,87 0,02 

2 0,45 5,62 0,05 

3 0,59 7,37 0,04 

4 0,50 6,25 0,06 

5 0,39 4,87 0,01 

6 0,32 4,00 0,02 

7 0,36 4,50 0,12 

8 0,51 6,37 0,08 

Fonte: A autora, 2022. 

 

O maior rendimento de biomassa foi obtido no primeiro experimento: glucose de 40 

g/L, pH inicial de 5.5, temperatura de 30 °C, concentração de asparagina de 3 g/L, 

concentração de peptona de 20 g/L, duração do experimento de 120 h e concentração inicial 

de esporos de 1 x 107 esporos/mL. A união desses fatores proporcionou um rendimento de 

biomassa de 0,95 g em 80 mL de meio, equivalente a 11,87 g/L de biomassa. O primeiro 

experimento foi o único com resultados estatísticos diferentes das demais condições, 

afirmando novamente que essa proporcionou os melhores resultados de obtenção de 

biomassa. 

O planejamento de Plackett-Burman indicou quais variáveis foram significativas para 

produção de biomassa de C. elegans DSM1255. As análises foram realizadas seguindo o teste 

ANOVA (resultados na TABELA 10), e as variáveis cujo p ≤ 0,05 foram consideradas 

significativas para o incremento de biomassa, o teste foi realizado com nível de confiança de 

95%. 
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Tabela 10 - ANOVA dos resultados do planejamento de Plackett-Burman 

Variável SS MS F P 

Glucose 0,21 0,21 50,51 0,0001 

pH 0,04 0,04 1,16 0,3114 

Temperatura 0,06 0,06 15,31 0,0044 

Asparagina 0,05 0,05 12,96 0,0069 

Peptona 0,11 0,11 26,59 0,0008 

Tempo 0,10 0,10 24,69 0,0010 

Esporos 0,09 0,09 2,11 0,1837 

Pure Error 0,03 0,04   

Total SS 0,59    

Fonte: A autora, 2022. 

Legenda: R -sqr = 0,94341; Adj: 0,8939 

 

Os parâmetros glucose, temperatura, asparagina, peptona e tempo de cultivo 

demonstram um aumento na produção de biomassa. Já a concentração inicial de esporos 

e pH não influenciaram no incremento da variável de resposta. O modelo demonstrou 

um alto coeficiente de determinação, sendo R²=0,94 com ajuste de 0,89, mostrando 

adequação ao modelo matemático segundo os dados experimentais. 

As variáveis com maior influência sobre a biomassa foram confirmadas pelo 

diagrama de Pareto. E os valores que demonstraram influência na produção de biomassa 

estão representados a diante da linha vertical vermelha tracejada, a linha representa p= 

0,05. 
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Figura 11 - Diagrama de Pareto dos resultados do planejamento de Plackett-Burman 

 

Fonte: A autora, 2022. 

 

Com base no diagrama de Pareto, as concentrações de glucose e peptona foram 

escolhidas para serem otimizadas. Sendo que, o diagrama demonstrou que a diminuição 

da concentração de glucose e aumento da de nitrogênio proporcionariam maiores 

rendimentos de biomassa. As outras variáveis significativas ( temperatura 30 °C, duração 

do experimento 120 horas e 3 g/L de asparagina) foram mantidas. Não foram realizadas 

mais medições ou correções de pH e a concentração inicial de esporos foi mantida em 1 

x 108 esporos/ mL. 

A necessidade da diminuição da glucose pode estar relacionada com o efeito 

Crabtree, onde a adição de uma grande quantidade de glucose pode promover a inibição 

do consumo do oxigênio molecular causando uma diminuição ou inibição do crescimento 

do microrganismo (BOUCHEZ et al., 2020; MARTINS PINTO et al., 2023). 

A produção de 11,87 g/L de biomassa, encontrada na primeira condição 

experimental demonstrou resultados maiores do que os encontrados nos trabalhos de De 
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Oliveira Franco et al (2004), Stamford et al (2007), Tayel et al (2016) e Silva et al 

(2022a), que obtiveram 11 g/L, 10,30 g/L, 6,32 g/L e 9,86 g/L, respectivamente. 

O incremento de biomassa obtido no presente trabalho pode estar relacionado 

com a maior duração do experimento, de 120 horas, uma vez que todos os autores 

citados utilizaram 96 horas de cultivo, resultando em 24 horas a menos para o 

desenvolvimento dos microrganismos. Outro fator diferencial, está relacionado com a 

temperatura utilizada, já que os autores usaram temperaturas de 25 °C e 28°C. Nguyen; 

Choi; Lee (2017), também encontraram melhores resultados quando o cultivo de C. 

elegans foi submetido a 30 °C, os autores também sugeriram que essa é a temperatura 

ideal para o crescimento desse fungo. 

Ainda, quando comparado com os resultados de De Oliveira Franco et al (2004) 

o presente trabalho apresentou um aumento, de quase 2 g/L, na produção de biomassa 

com 20 g/L a menos de glucose. Isso pode ser uma vantagem, pois, segundo Chen; 

Chang (1996) a glicose é uma fonte de carbono cara, e quanto menor for a quantidade 

utilizada mais viável economicamente o experimento será. 

Contudo Valéria et al (2001), Stamford et al (2007), Dos Santos et al (2013) e 

Berger et al (2020) que obtiveram 25 g, 20,4 g, 16,95 g e 13 g/L, respectivamente.  Isso 

pode ser justificado, uma vez que esses trabalhos utilizaram como meio milhocina, suco 

de caju, melaço e água de inhame. Portanto, as grandes quantidades de biomassa 

encontradas por esses autores podem estar relacionadas com a elevada 

biodisponibilidade de carbono e nitrogênio presentes nesses resíduos (KARIMI et al., 

2018; MITRI et al., 2022).  

Meios de resíduos agroindustriais, como esses, possuem uma grande quantidade 

de aminoácidos e polipeptídios que atuam como uma importante fonte de nitrogênio. 

Além de possuírem diversos minerais como ferro, cálcio, magnésio, fosforo, potássio, 

manganês, zinco e enxofre, fundamentais para as funções metabólicas dos fungos. Sendo 

assim, a grande disponibilidade de carbono e nitrogênio, somado com os minerais e 

vitaminas do complexo B fazem com que esses meios resultem nas melhores condições 

nutricionais para o crescimento de C. elegans (CERQUEIRA DOS SANTOS et al., 

2010). 

Valéria et al (2001) utilizou em seu trabalho o meio sintético Yeast Peptone 

Dextrose (0,3% de extrato de levedura, 1% de peptona e 2% de D-Glucose) com pH 

ajustado para 4,5, inoculado com 1 x 105 esporos/mL a 100 rpm, 28ºC por 96 horas. 

Nessas condições a autora obteve um rendimento de 25 g/L de massa seca de C. elegans, 
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um dos maiores rendimentos relatados na literatura. Essa produção expressiva pode estar 

relaciona com a cepa utilizada e com a da razão C:N disponibilizada nesse meio. 

O pH foi uma das variáveis que não apresentou diferença estatística entre os 

níveis escolhidos. Esse resultado pode ser explicado com os trabalhos de Silva et al 

(2007) e Silva et al (2014), em ambos o autor sugere que espécies de Cunninghamella 

podem ter um bom desenvolvimento em pH que variam de 4.0 até 9. Essa faixa tão 

abrangente pode ser justificada pelas primeiras 96 horas de cultivo, que segundo Valéria 

et al (2001) se mantém entre 3 e 4 (para pH inicial próximo de 4), ou é diminuído até 

chegar a essa faixa (para pH inicial acima de 6). Essa acidificação está relacionada com 

as interações do meio e dos íons liberados pela célula, como por exemplo, o consumo de 

glicose com posterior formação de ácido pirúvico (STAMFORD et al., 2007). 

As diferenças de produção de biomassa e as variações das necessidades 

nutricionais e físicas, encontradas nos diferentes trabalhos podem ser explicados por Yu 

et al (2015). No artigo, o autor exemplifica que o gênero Cunninghamella possui 

diversas espécies, e que dentro de uma mesma espécie podem existir variações de 

requerimentos físico-químicos de acordo com a cepa e do local do qual o microrganismo 

foi coletado.  

Sendo assim, foi realizada uma comparação com o trabalho de Bianchini (2019), 

que utilizou a mesma cepa de C. elegans, DSM 1255, do presente trabalho. O autor 

averiguou a produção de biomassa, mas seu objetivo principal era a análise da 

biotransformação do fármaco diclofenaco. Como meio foi utilizado 800 mL de M3 (5,55 

g/L de K2HPO4,1,7 g/L de KH2PO4, 2,1 g/L de NH4Cl, 0,2 g/L de MgSO4.7H2O, 0,01 

g/L de FeSO4.7H2O e 0,03 g/L de CaCl2.2H2O), acondicionado em reator híbrido airlift 

leito-fixo, com inóculo padronizado pela escala 10 de Mc Farland. O meio foi acrescido 

de 40 g/L de glucose e o cultivo foi mantido em banho maria à 28 °C por 72 horas, como 

resultado o autor encontrou uma massa seca de 3,78 g/L. 

Quando comparado com os dados de Bianchini (2019), o presente trabalho 

demonstrou um incremento significativo de biomassa, onde foram produzidas 8,09 g/L 

de massa seca a mais. Alguns dos fatores que podem ter proporcionado esse aumento é a 

forma de inoculação, uma vez que, o inóculo padronizado pela escala de McFarland 

pode ser impreciso, já que se trata de uma escala visual gerando inóculo com uma 

grande variação entre as biomassas. A fonte de nitrogênio utilizada, a base de amônia, 

em uma concentração de 19,8 g/L a menos do que a do presente trabalho. Que Segundo 

Chen; Chang (1996), a peptona proporciona um maior crescimento para 
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Cunninghamella do que a fonte de amônia. Por fim, a influência dos dias de cultivo 

também pode ser um diferencial, uma vez que no presente trabalho houve 48 horas a 

mais para o crescimento do microrganismo. 

 

4.2 OTIMIZAÇÃO POR BOX-BEHNKEN DESIGN – CONCENTRAÇÃO DE GLUCOSE E 

PEPTONA  

 

 Os valores do teste descritivo estão representados pela TABELA 11, onde os 

resultados destacados em negrito, demonstram os experimentos com maior rendimento, 

esses valores não apresentaram diferenças estatísticas entre si.  

 

Tabela 11 - Dados descritivos da otimização por Box-Behnken 

Condição Média (g/80 
mL) 

Rendimento 
(g/L) 

Desvio 
padrão 

1 0,38 4,75 0,03 

2 0,38 4,75 0,06 

3 0,45 5,62 0,030 

4 0,47 5,87 0,09 

5 0,62 7,75 0,05 

6 0,60 7,50 0,57 

7 0,63 7,87 0,03 

8 0,69 8,62 0,04 

9 0,65 8,12 0,01 

Fonte: A autora (2022). 

 

 A confiabilidade é ressaltada pela FIGURA 12, onde os valores esperados pelo 

software estão representados pela linha vermelha, e os encontrados em cada 

experimento pelos círculos azuis dispersos ao longo da linha, estão próximos. Mesmo 

os pontos mais distantes da linha ainda estão dentro dos valores mínimos e máximos 

esperados. Esses limites estão representados no ANEXO 1. 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Valores preditos e observados do Box-Behnken design 
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Fonte: A autora (2022). 

 

A otimização de Box-Behnken indicou quais modelos poderiam se adequar aos 

resultados encontrados. A otimização, também, demonstrou quais variáveis foram 

significativas para produção de biomassa de C. elegans DSM1255.  

As análises foram realizadas seguindo o teste ANOVA, e as variáveis cujo p ≤ 

0,05, destacadas em negrito, foram consideradas significativas para o incremento de 

biomassa, o teste foi realizado com nível de confiança de 95%. 

 

Tabela 12 - ANOVA da otimização do Box-Behnken 

Fator SS F p 

Glucose (L) 0,19 80,63 0,00009 

Glucose (Q) 0,06 2,49 0,1488 

Peptona (L) 0,01 6,71 0,0291 

Peptona (Q) 0,05 2,09 0,1812 

Total SS 0,25   

Fonte: A autora (2022). 

*Legenda: R2 = 0,85 com Ajuste de 0,81 
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O teste de ANOVA demonstrou que tanto a concentração de glucose, quanto a de 

peptona podem ser explicadas pelo modelo linear, e o ajuste do teste sugere que 81% dos 

resultados podem ser explicados por esse modelo. Ambas as variáveis apresentam 

influência no incremento de biomassa, esses dados ainda demonstram que a 

concentração de glucose é mais expressiva para o aumento da variável de resposta. O 

baixo valor de R2 (0,86) pode estar relacionado com o uso do microrganismo vivo, que 

pode apresentar alguns comportamentos diferentes durante a fase de crescimento. 

O diagrama de Pareto, representado pela FIGURA 13, confirmou os resultados 

do teste ANOVA. Nesse diagrama é possível observar a variável com maior influência 

sobre a biomassa e o modelo de maior ajuste. As variáveis e modelos que demonstraram 

influência positiva na produção de biomassa estão representados a diante da linha 

tracejada vermelha, p= 0,05. 

 

Figura 13- Diagrama de Pareto – Influência das concentrações de glucose e peptona na biomassa 

 

Fonte: A autora, 2022. 

 

O diagrama de Pareto demonstrou que, com o modelo linear, a variável que 

exerce uma maior influência no crescimento de C. elegans DSM1255 é a glucose, 
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embora a peptona também influencie, contudo de forma menos expressiva. Com o 

diagrama também é possível observar, que quando analisado com o modelo quadrático 

nenhuma das variáveis é significativa para o crescimento do microrganismo. 

 

Figura 14 - Otimização das concentrações de glucose e peptona 

 

Fonte: A autora, 2022. 

 

Com base na função de desejabilidade, expressa pela FIGURA 13, foi realizada a 

escolha das concentrações de carbono e nitrogênio capazes de gerar uma resposta ótima 

na biomassa. A linha tracejada vertical representa o ponto onde a produção de biomassa 

seria a ideal. 

Sendo assim, o ponto ótimo para a produção de glucose é representado pelo fator 

+1, que equivale a 40 g/L de glucose. Enquanto a concentração de peptona estaria 

entre o ponto central, 0, e o maior, +1, sendo estabelecido como 27,5 g/L de peptona. 

Gerando uma proporção de 1,45:1 (C:N). 
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Mantovani; Linde; Colauto (2007) propuseram que um meio balanceado com o 

objetivo de obtenção de biomassa fúngica deve fornecer maiores valores de carbono do 

que de nitrogênio, contudo, essa proporção não deverá ultrapassar as proporções de 10:1. 

Valores inferiores a esse, garantem uma biomassa mais rentável. Quando existe um 

excesso da fonte de carbono em proporções de 50:1, por exemplo, ocorre uma maior 

produção de metabolitos secundários e de lipídeos. Essa proporção é confirmada pelo 

trabalho de Al-Hawash et al (2018), que nas proporções de 10:1 obtiveram um 

rendimento maior do que 21 g/L de biomassa de C. echinulata, e à medida que as 

concentrações de carbono foram aumentadas houve um decréscimo de biomassa. 

Ainda, segundo Al-Hawash et al (2018) as proporções de C:N não são os únicos 

fatores importantes para o cultivo dos fungos. Uma vez que o tipo de açúcar 

disponibilizado para o microrganismo deve ser o ideal para que ocorra uma fácil 

assimilação da fonte de energia. Sendo que, geralmente a glicose, sacarose, maltose e 

amido são as que apresentam os maiores rendimentos de biomassa. Além disso, o autor 

demonstrou que o nitrogênio também pode interferir no crescimento do microrganismo. 

Já que em seu experimento o meio que contava como fonte de nitrogênio o resíduo da 

soja obteve maiores rendimentos do que o de nitrato de potássio. 

Diferentemente do presente trabalho e dos citados ao longo desta sessão, Dos 

Santos et al (2013) afirmou que uma proporção ideal de C:N, para produção de biomassa 

de espécies de Cunninghamella, deveria seguir a proporção de 1:3. O autor utilizou em 

seu trabalho um meio a base de sacarose, asparagina e milhocina e obteve 16,95 g/L de 

massa seca. Contudo, é possível que os resultados encontrados pelo autor estejam 

relacionados não com a proporção de C:N, mas com a presença de vitaminas, sais 

minerais e aminoácidos em excesso que existem na milhocina (SILVEIRA et al., 2001). 

Além da adição de asparagina, que proporciona um aumento de rendimento em espécies 

de Cunninghamella (EL-RAHMANY, 1993) e na suplementação de carbono com 

sacarose, açúcar facilmente assimilado pelo fungo (AL-HAWASH et al., 2018). 

  

 

4.3 CULTIVO DE C. ELEGANS OTIMIZADO EM MEIO DE RESÍDUO 

AGROINDUSTRIAL (MILHOCINA) 

 

 

A partir dos resultados de otimização encontrados no Box-Behnken design foi 

realizado o cultivo da C. elegans em meio de resíduo agroindustrial de milhocina, de 
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forma que as quantidades das fontes de nitrogênio e carbono atendessem 27,5 e 40 g/L, 

respectivamente.  

A maior biomassa encontrada nessa condição experimental 1,02 g/75 mL de 

meio (equivalente a 13,62 g/L) resultou em um aumento de 1,75 g/L de massa seca a 

mais do que a encontrada no planejamento de Plackett-Burman (11,87 g/L), as massas 

apresentaram diferença estatística quando comparadas. A comparação visual do 

incremento de biomassa seca está representada pela FIGURA 15. 

 

4.4 EXTRAÇÃO DE QUITINA E QUITOSANA PELO MÉTODO QUÍMICO 

 

A extração química foi realizada conforme protocolo descrito por Hu et al (1999) 

em triplicata. Os rendimentos estão dados em miligrama de quitina ou quitosana por 

grama de massa seca (massa obtida no experimento de cultivo em meio de milhocina). A 

TABELA 13 demostra os valores e as médias obtidas nas triplicatas. A FIGURA 16 

mostra a quitina e quitosana secas, extraídas a partir do método químico. 

 

Figura 15 - Comparação das massas secas do cultivo em milhocina e do Plackett-Burman 

 

Fonte: A autora, 2023. 

 

Esse aumento pode ser decorrente dos fatores cultivo (temperatura e duração do 

experimento), da otimização das concentrações de açúcar e nitrogênio, do cultivo em 
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milhocina e das condições experimentais encontradas no Plackett-Burman, 

principalmente, a adição de asparagina. 

O aumento de biomassa, além de ser maior do que o encontrado no planejamento 

de Plackett-Burman, também foi maior do que os de alguns trabalhos de cultivo de C. 

elegans em meios de resíduos agroindustriais. Silva et al (2022b) , utilizou como meio de 

cultura 4 % de milhocina e 4% de manipueira (resíduo oriundo da maceração da 

mandioca) e como resultados o autor obteve uma biomassa de 6,37 g/L. Já Berger et al 

(2020) utilizou como meio 54% de suco de caju e 30% de soro de queijo e obteve um 

rendimento de 13 g/L. 

Mesmo com a otimização ainda não foi possível alcançar os rendimentos 

encontrados por Valéria et al (2001), Stamford et al (2007) e Dos Santos et al (2013), 

que obtiveram 25, 20,4 e 16,95 g/L de massa seca de C. elegans, respectivamente. 

Novamente, esse resultado pode ser explicado por Yu et al (2015), onde as diferenças de 

rendimentos estão relacionadas com a origem e requerimentos específicos de cada cepa. 

Contudo, o objetivo de aprimorar o cultivo de C. elegans DSM 1255 foi 

concluído, já que os resultados dessa etapa foram maiores do que os encontrados 

inicialmente para essa cepa. Além disso, a biomassa de 13,77 g/L representou um 

aumento de 10,01 g/L de biomassa do que encontrada, para a mesma cepa, no trabalho de 

Bianchini et al (2019). A união dos resultados de otimização de cultivo com os de 

biotransformação de Bianchini, podem ser promissores para futuras pesquisas que visem 

a etapa de biotransformação de fármacos, com posterior utilização da biomassa. 

 
4.5 EXTRAÇÃO DE QUITINA E QUITOSANA PELO MÉTODO QUÍMICO 

 
 

A extração química foi realizada conforme protocolo descrito por Hu et al 

(1999) em triplicata. Os rendimentos estão dados em miligrama de quitina ou quitosana 

por grama de massa seca (massa obtida no experimento de cultivo em meio de 

milhocina). A TABELA 13 demostra os valores e as médias obtidas nas triplicatas. A 

FIGURA 16 mostra a quitina e quitosana secas, extraídas a partir do método químico. 
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Tabela 13 - Extração de quitina e quitosana pelo método químico (rendimentos) 

Triplicata Quitina 

(mg de quitina/g de massa 

seca) 

Quitosana 

(mg de quitosana/g de 

massa  seca) 

1 76,66 14,66 

2 50 13,33 

3 73,33 10 

Fonte: A autora (2023). 

 

Figura 16 - Quitina e quitosana pelo método químico 

 

Fonte: A autora (2023) 

 

Tanto a produção de quitina (76,66 mg/g), quanto a de quitosana (14,66 mg/g) 

foram menores do que as encontradas na literatura. Um dos fatores que pode estar 

relacionado é o curto tempo de extração (de 15 minutos) empregados no tratamento 

ácido e alcalino. A TABELA 14 mostra um comparativo de outros métodos de extração 

e os respectivos rendimentos de quitina e quitosana. 
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Tabela 14 - Comparativo dos rendimentos de quitina e quitosana por diferentes métodos químicos 

Cepa Meio 

de 

cultura 

Condiçõe

s de 

cultivo 

Método 

de 

extração 

Quitin

a mg/g 

Quitosan

a mg/g 

Referência 

C. elegans 

DSM 1255 

Milhocina, 

glucose e 

asparagina 

120 h, 30 

°C, 150 rpm 

NaOH 1 M (30:1 

v/m) (121 °C por 

15 min), 
CH3COOH (40:1 

v/m) 2% (100 °C 
por 15 min) 

76,66 14,66 Presente 

trabalho 

C. elegans 

URM 

46109 

YPD (0.3% 

extrato de 

levedura, 

1% 

polipeptona 

e 2% D- 
Glucose 

96 h, 28 °C 

e 100 rpm 
NaOH 1M em 

95% etanol (1:2 

v/v) (100 °C por 

90 min), HCl 1 M 

(95 °C por 5 h) 

X 20, 5 Amorim et 

al 2001 

C. elegans 

UCP 542 
Feijão de 

inhame 

96 h, 28 °C 

e 150 rpm 

NaOH (2% (90°C 

por 2 h), 
CH3COOH (60 °C 

por 6 h) 

400,9 58,9 Stamford et 

al 2007 

C. elegans 

UCP 542 
Sacarose 

Sabouraud 

(10 g/L de 

peptona e 

20 g/L de 
sacarose) 

96 h, 28 °C 

e 150 rpm 

NaOH (30:1 v/m) 

(2% (90°C por 2 

h), CH3COOH 

(40:1 v/m) (60 °C 

por 6 h) 

261,7 34,9 Stamford et 

al 2007 

C. elegans 

(isolada do 

solo, ainda 

não 

catalogada) 

Extrato de 

levedura 

(10 g/L), 

peptona (20 

g/L) 

dextrose (20 
g/L) 

96 h, 28 °C 

no modo 

estático 

NaOH 1 M (1:40 

v/m) (121 °C por 

15 min), 
CH3COOH (1:100 
v/m) 1% (100 °C 

por 15 min) 

X 20,69 Paiva et al 

(2022) 

Fonte: O autor (2023). 

 

Com base nos valores demonstrados na tabela tem-se que o curto período de 

extração não gera menores rendimentos dos biopolímeros. Já que autores como Berger et 

al (2014a) (2014b); Silva et al (2022a) obtiverem rendimentos superiores aos do presente 

trabalho e aos dos citados na tabela 15 utilizando o método de extração com 15 minutos 

de tratamento alcalino e ácido. 

O principal fator que difere o presente trabalho do dos autores citados, que 

utilizaram o mesmo método de extração, é o meio de cultivo do microrganismo. Sendo 

que, Silva et al (2022a) utilizou como meio para C. elegans a milhocina com 

suplementação de manipueira. Com a utilização desses resíduos o autor demonstrou 

como menor rendimento de quitina 112,7 mg/g e o maior de 257,57 mg/g e de quitosana 

78,3 mg/g e 132,42 mg/g. 

Berger et al (2014b) também apresentou melhores resultados de extração dos 

biopolímeros, onde o cultivo em meio de melaço e milhocina teve como menor 
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rendimento 50 mg/g de quitina e como superior 72,29 mg/g. Os resultados de quitina 

foram mais similares aos do presente trabalho, contudo os de quitosana foram 

superiores.  Sendo que, o autor obteve como menor rendimento 17,14 mg de quitosana/g 

de massa seca e maior 33,13 mg/g. 

Em outro trabalho, Berger et al (2014a) utilizou como meio de cultivo a 

milhocina e manipueira, e novamente o autor obteve rendimentos de quitina semelhantes 

aos do presente trabalho, tendo como menor rendimento de 50,09 mg/g e maior de 

89,39. As quantidades de quitosana foram superiores iniciando em 34,47 mg/g chegando 

até 50,12 mg/g. 

Sendo assim, os menores rendimentos estariam atrelados não ao método de 

extração, mas sim ao uso exclusivo de milhocina como meio de cultivo. Tigini et al 

(2012) analisou a influência de diferentes meios de cultura na composição da biomassa 

de C. elegans e no artigo a autora sugere que a milhocina proporciona um bom meio de 

cultivo para rendimento de biomassa, mas pouco efetivo para a produção de quitina e 

quitosana. Para um maior rendimento na extração desses biopolímeros o meio 

necessitaria ser suplementado nova fonte de carbono e nitrogênio. Uma vez que, ambos 

atuam diretamente na composição da parede celular fúngica, podendo acarretar 

mudanças significativas nesse constituinte celular. Sendo assim, quando o objetivo é a 

produção de quitina e quitosana, o resíduo escolhido deve conter uma fonte rica de 

amidos, em especial os advindos de cereais, batatas, mandioca e feijão de inhame. 

Somado a esses fatores Berger et al (2014a) cita que além da composição do 

meio, as quantidades de cada resíduo utilizado podem determinar a eficiência da 

produção de quitina e quitosana. Adicionalmente as condições de cultivo como a idade 

do micélio, tempo de armazenamento do resíduo, condições de crescimento e método de 

extração escolhidos também podem resultar nas diferenças de rendimentos dos 

polímeros. Encontrar esses fatores ideias para cada microrganismo pode aumentar a 

produção da enzima quitina desacetilase, responsável pela síntese e bioconversão da 

quitina em quitosana. 

Segundo Amorim et al (2005) e Stamford (2007) as condições de cultivo mais 

importantes para a produção de quitina e quitosana são a duração do cultivo e o pH. Os 

autores relatam que a produção de quitosana é estabilizada após 48 horas de cultivo. Isso 

acontece, pois, nesse período a quitina é menos cristalina que a quitosana tornando-a 

mais susceptível a ação da enzima quitina desacetilase. Somado a isso, o pH mais 

ácido no início do cultivo favorece a bioconversão da quitina em quitosana, sendo que 
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pH entre 3,5 e 4,5 favorecem a ação dessa enzima. Após 72 horas de cultivo a produção 

de quitina passa a aumentar, porém se a duração do experimento ultrapassar 96 horas a 

obtenção desse biopolímero diminuirá. 

Sendo assim, as condições de cultivo encontradas para a obtenção de biomassa 

de C. elegans foram satisfatórias, contudo, não favoreceram as condições ideias para a 

produção de quitina e quitosana. Para aumentar a produção desse polímero o meio 

deveria ser suplementado com outro resíduo como fonte de C e N, além do tempo de 

cultivo ser menor e o pH inicial ser ácido. 

 

4.6 EXTRAÇÃO DE QUITINA POR NADES 

 
Os resultados obtidos estão dados em miligrama de quitina por grama de massa 

seca (massa obtida no experimento de cultivo em meio sintético). A TABELA 15 

demostra os valores e as média obtida nas triplicatas. A FIGURA 17 mostra a quitina já 

seca obtida por NADES. 

 

Tabela 15 - Extração de quitina por NADES (rendimentos) 

Triplicata Quitina (mg de quitina/g de massa 

seca) 

1 895 

2 1153 

3 871 

Fonte: O autor (2023). 

 

Figura 17 - Quitina por NADES 

 

Fonte: O autor (2023). 

 

A extração por NADES foi realizada com cloreto de colina e ácido lático, 

conforme protocolo descrito por Bradic; Novak; Likozar (2020), em triplicata. O 
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protocolo utilizado, inicialmente foi proposto para a extração de quitina de casca de 

camarão, porém, demonstrou ser uma nova e eficiente proposta para a extração de 

quitina a partir da massa seca de C. elegans. A extração de ambas as fontes com o 

mesmo protocolo é possível graças a composição delas. Já que, segundo Kaori Fukuda et 

al (2009) a composição da parede celular dos fungos é principalmente de 

polissacarídeos, proteínas, polifosfatos, lipídeos e alguns íons inorgânicos. Sendo que, os 

componentes em maior quantidade são a quitina, galactomananas, glucanas e proteínas. 

E de acordo com Ning Yan & Xi Chen (2015) o exoesqueleto dos invertebrados 

marinhos é composto principalmente por proteínas, quitina e por carbonato de cálcio, 

componente que mais difere da composição da parede celular fúngica. Dada a 

similaridade da composição das fontes e capacidade dos NADES escolhidos de reagirem 

com os componentes presentes em ambas, o método de extração proposto é passível de 

ser utilizado, eficientemente, para a extração de quitina de exoesqueleto de invertebrados 

marinhos e de massa seca de fungos. 

O uso do mesmo protocolo para fontes de extração distintas, só é possível quando 

os reagentes utilizados possuem a capacidade de realizar as três etapas de extração da 

quitina. Que segundo Bradic; Novak; Likozar (2020) compreendem o processo de 

desmineralização, desproteinização e dissolução. Sendo que, os NADES, escolhidos no 

presente trabalho, iniciam a extração pela desmineralização promovida por um ácido 

orgânico, que atua como um doador de ligações de hidrogênio, o ácido lático. Seguido 

pela desproteinização promovida pelas as altas temperaturas (100 e 121 °C). E por fim, 

pelo conjunto dos NADES e seus íons H+ que estão diretamente relacionados com a 

quebra das fortes ligações de hidrogênio presentes no biopolímero, que reagem com o 

grupo amino da quitina e fazem a dissolução desse polissacarídeo 

Para corroborar a utilização do mesmo método de extração para fontes diversas 

Kaya et al (2015) utilizou o mesmo método químico, HCl 2M a 100 °C por 2h seguida 

de NaOH 2 M a 140 °C por 20, para a extração de quitina da do fungo Fomes 

fomentarius e do Bryozoa Plumatella repens, invertebrado aquático microscópico. 

Como resultados o método foi eficiente para ambas as extrações e o que diferiu foram as 

quantidades de N, C e H presentes nos biopolímeros. Sendo que, as quitinas de origem 

fúngica apresentaram 2,92% de N, 46,29% de C, 7,26% de H e 622,8% de desacetilação, 

enquanto as dos briozoários 5,74 de N, 39,4% de C, 6,30% de H e 100,5 de 

desacetilação. Essa diferença de composição está atrelada aos resíduos de glucanas que 

podem ficar agregados na quitina fúngica pós processo de extração. O que não ocorre 
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nos briozoários, já que a composição e desacetilação da quitina desses animais são mais 

próximas da quitina pura encontrada comercialmente (6,89% de N e 100% de 

desacetilação). 

A extração por NADES resultou em maiores quantidades de quitina, quando 

comparadas com as relatadas pela literatura citada anteriormente (que utilizam extrações 

químicas). Um dos fatores que pode explicar esse resultado é o meio de cultivo sintético, 

já que a massa seca utilizada para essa etapa foi obtida nos processos iniciais do 

trabalho. Tal meio continha somente glucose como fonte de carbono, e como fonte de 

nitrogênio foram adicionados peptona e asparagina. Levando em consideração os 

resultados encontrados por Tigini et al (2012) o aumento de quitina no presente trabalho 

pode estar relacionado com as distintas fontes de C e N adicionadas ao meio sintético. A 

origem dessas fontes pode ter provocado mudanças na parede celular do fungo, em 

relação ao experimento anterior cultivado somente em milhocina, o que ocasionou em 

maiores quantidades de quitina. A TABELA 16 traz um comparativo das quantidades de 

quitina extraídas por métodos químicos e pela extração por NADES obtida no presente 

trabalho, mostrando que os NADES podem ser utilizados como substitutos aos solventes 

químicos comumente utilizados. 

 

Tabela 16 - Comparativo dos rendimentos de quitina por métodos químicos e por NADES. 

Cepa Método de extração Quitina 
mg/g 

Referência 

C. elegans DSM 1255 Ácido lático e 
cloreto de colina 

(1:1) (nades 
mantidos a 80°C 

por 3 h), adição de 
água (60 

°C por 1 h) 

973 Presente trabalho 

C. elegans DSM 1255 NaOH 1 M (30:1 v/m) 
(121 °C por 15 min), 

CH3COOH (40:1 v/m) 
2% (100 °C por 15 min) 

66,66 Presente trabalho 

C. elegans UCP 542 NaOH (2% (90°C 

por 2 h), CH3COOH 

(60 °C 
por 6 h) 

400,9 (STAMFORD et 
al., 2007) 

C. elegans UCP 542 NaOH (30:1 v/m) 
(2% 

(90°C por 2 h), 
CH3COOH (40:1 

v/m) 
(60 °C por 6 h) 

261,7 (STAMFORD et 
al., 2007) 
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C. elegans UCP 1306 NaOH 1 M (30:1 
v/m) 

(121 °C por 15 min), 
CH3COOH (40:1 

v/m) 
2% (100 °C por 15 

min) 

257,57 (SILVA et al., 2022a) 

C. elegans UCP/WFCC 
0542 

NaOH 1 M (30:1 
v/m) 

(121 °C por 15 min), 
CH3COOH (40:1 

v/m) 
2% (100 °C por 15 

min) 

72,29 (BERGER et al., 
2014b) 

Fonte: A autora (2023). 

 

Por mais que os resultados com NADES tenham sido promissores ainda existe a 

necessidade da realização de análises por espectroscopia de infravermelho transformada 

de Fourier (FTIR) a fim de confirmar que a massa obtida é composta majoritariamente 

por quitina. Quando esse experimento for realizado a confirmação da quitina será feita se 

os resultados encontrados forem próximos a 1650, 1620 e 1550 cm -1, uma vez que, 

segundo Kaya et al (2015) essas bandas que compreendem as encontradas comumente 

em α-quitina, espécie amorfa mais comum nos fungos. 

 

4.7 PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTE 

 
 

4.7.1 Isolamento do biossurfactante 

 
 

O isolamento do biossurfactante foi realizado conforme protocolo descrito por 

Humberto Garcia-Cruz (2008), em triplicata. A TABELA 17 demonstra os valores e as 

médias obtidas nas triplicatas. A FIGURA 18 o biossurfactante. 

 

Tabela 17 - Isolamento do biossurfactante (rendimento) 

Triplicata Biossurfactante 
(g/15 mL de meio) 

Biossurfactante 
(g/L de meio) 

1 0,040 2,66 
2 0,038 2,53 
3 0,041 2,73 

Fonte: A autora (2023)  
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Figura 18 - Biossurfactante com metanol e clorofórmio 

 

Fonte: A autora (2023) 

O rendimento de biossurfactante (de 2,73 g/L) foi compatível com os relatados 

pela literatura. Medeiros et al (2022) encontrou resultados similares de 2,1 g/L de 

surfactante, cultivando C. elegans em meio de 2% de milhocina e 0,5% de óleo de soja 

pós-fritura, e isolando o biossurfactante com Etanol PA. Já Qazi et al (2014) obteve 2,43 

g/L de biossurfactante cultivando Fusarium sp em 2% de óleo vegetal pós fritura e 

sacarose. Santos et al (2013) obteve uma maior produção, quando cultivou a Candida 

lipolytica em meio de 2,5% de milhocina tendo rendimentos de 6 g/L de 

biossurfactantes. O maior rendimento para esse microrganismo pode estar relacionado 

com os soforolipídios, biossurfactantes produzidos e extraídos a partir da biomassa do 

fungo e não do meio de cultivo, obtidos por leveduras como algumas espécies de 

cândida. 

 
4.7.2 índice de emulsificação (IE) do biossurfactante 

 
 

A capacidade de emulsão de um composto tensoativo, como um biossurfactante, 

é avaliado pelo potencial de manter a emulsão estável (com valores acima de 50% do 

índice (IE)) após 24 horas de reação (MILAGRE et al., 2018). Sendo assim, o 

biossurfactante obtido no presente trabalho não demonstrou uma boa capacidade de 

emulsão, já que essa propriedade foi de 22,78%. Esse resultado demonstra que o 

biossurfactante não foi capaz de formar uma emulsão estável com o composto 

hidrofóbico utilizado, óleo de soja (MEDEIROS et al., 2022). 
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Trabalhos que demonstraram melhores índices de emulsão tiveram o cultivo do 

microrganismo em meio que continha óleo de soja. Medeiros et al (2022), produziu um 

biossurfactante com o cultivo de C. elegans em 2% de resíduo de macarrão instantâneo, 

2% de milhocina e 0,5% de óleo de soja pós-fritura e apresentou o IE, para óleo de soja, 

superior ao do presente trabalho, 60%. O valor de IE foi aumentado para 100% quando o 

autor testou a estabilidade da emulsão em óleo de motor e óleo de motor queimado. 

Resultados de IE similares foram encontrados por Guerra et al (2021), onde o 

biossurfactante do fungo Mucor circinelloides cultivado em 2% de milhocina e 4% de 

cascas de jatobá apresentou índices de emulsificação promissores para óleo de motor, de 

96%. 

Sendo assim, o presente trabalho poderia ter encontrado um melhor IE se o 

óleo de soja fosse adicionado ao meio de cultivo, essa adição também poderia estimular 

uma maior produção de biossurfactante. Além disso, se o experimento da estabilidade da 

emulsão fosse realizado com óleo de motor, ao invés do de soja, a emulsão poderia 

apresentar maiores índices, já que os biossurfactante produzidos por fungos possuem 

uma maior estabilidade de emulsão com os compostos hidrofóbicos do óleo de motor, 

como demonstrado nos trabalhos de Medeiros et al (2022) Qazi et al (2014) e Freitas et 

al (2022).  

 

5 CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho demonstrou metodologias eficazes para a produção de biomassa 

quitina e biossurfactante em um único experimento. A produção de biomassa de C. 

elegans DSM 1255 resultou em 10,01 g/L de massa a mais do que o trabalho que 

utilizou essa cepa anteriormente. Somado a isso, o cultivo em milhocina foi possível 

resultando em um aumento da biomassa, e a consequente diminuição dos custos do 

processo e na redução do desperdício de resíduos. A produção de biossurfactante nesse 

resíduo agroindustrial foi possível e com rendimentos próximos ao relatados na 

literatura. E a produção de quitina por NADES obteve rendimentos superiores aos 

encontrados anteriormente, além de serem uma metodologia eficaz e ambientalmente 

amigável. A produção de quitosana, utilizando o método químico, foi baixa e necessita 

de mais estudos para a extração da mesma a partir da quitina extraída pelos NADES. 

Resultados como esses podem aumentar a utilização, principalmente, da quitina no ramo 

de embalagens com propriedades de conservação de alimentos, como adsorventes de 
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contaminantes ambientais e também como indutor de crescimento e resistência de 

plantas na agricultura. O estudo ainda requer uma análise da quitina por FTIR e testes de 

emulsão do biossurfactante em óleo de motor, a fim de confirmar as quantidades de 

quitina e emulsão do biossurfactante em outros meios. Contudo, os resultados 

apresentados até o momento já indicam a viabilidade da produção de 3 produtos em 

único experimento, promovendo a utilização de resíduos, produção de biopolímero com 

extração mais ecológica e isolamento de um biossurfactante que pode ser empregado na 

descontaminação de ambientes. 
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ANEXO 1 – TABELA DESCRITIVA BOX BEHNKEN DESIGN 

 

Figura 18. Dados descritivos completos do Box-Behnken design. 

 

Legenda: VAR 2: Glucose; VAR 3: Peptona, VAR 4: Médias da biomassa. 

FONTE: A autora (2022) 


