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RESUMO

NASCIMENTO, P. R. Avaliacédo das condig¢es de cultivo de Aureobasidium pullulans e
do efeito da luz visivel sobre a producao de pululana em meio baseado em glicose. 2020.
103 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade
de Séo Paulo, Lorena, 2020.

Os polimeros de origem microbiana tém recebido atencdo da comunidade cientifica e da
sociedade devido a sua versatilidade e diversidade de aplica¢Ges industriais, correspondendo
a alternativa sustentavel e ecologicamente amigével. Entre os biopolimeros, a pululana, um
exopolissacarideo produzido pelo fungo Aureobasidium pullulans, destaca-se por suas
caracteristicas, sendo um material ndo toxico, ndo mutagénico, nao cancerigeno,
biocompativel, correspondendo ainda a um ingrediente ndo caldrico quando usado na dieta
humana. No bioprocesso de obtencao de pululana, no entanto, ha a producdo concomitante
do pigmento melanina, o que corresponde a uma desvantagem, pois a remocao deste
pigmento agrega custo ao biopolimero. A pululana corresponde também a uma alternativa
interessante para incorporacdo a uma biorrefinaria de materiais lignoceluldsicos, sendo
importante, para o caso de um futuro aproveitamento da fracéo celuldsica destes materiais,
0 estabelecimento de condi¢6es de cultivo em meio baseado em glicose. Neste contexto, no
presente trabalho, avaliou-se, com auxilio de planejamento estatistico, o efeito de variaveis
importantes para producdo de pululana em meio baseado em glicose comercial, sendo
avaliada também o efeito da incidéncia de luz visivel sobre a producdo de pululana e
melanina. As fermentacBes foram conduzidas a 28 °C e 200 rpm em frascos Erlenmeyer
contendo meio baseado em glicose, empregando extrato de levedura como fonte de
nitrogénio. Apo6s a analise dos resultados obtidos com a cepa A. pullulans LB83, observou-
se instabilidade na producéo de pululana e biomassa e, assim, procedeu-se com a avaligdo
de outras cepas selvagens desta espécie microbiana, resultando na selecdo da linhagem A.
pullulans ATCC 42023. Do planejamento experimental obteve-se um modelo matemético
adequado para producéo de pululana e, ap6s otimizacdo das condicdes de cultivo e reajuste
de pH inicial e tempo de processo, determinou-se que 126,2 g/L de glicose, 2,66 g/L de
extrato de levedura, pH inicial 5,00 e 168h de processo correspondiam as condi¢Bes que
maximizavam a produc¢do do biopolimero (51,64 + 3,86 g/L de pululana). Com as condi¢6es
otimizadas, realizaram-se ensaios variando condic¢des de iluminacdo, empregando-se luz
LED de diferentes comprimentos de onda, iluminacdo do laboratério com lampadas
fluorescente e sob auséncia de luz. A maxima producéo de pululana (57,94 = 0,31 g/L) de
cor branca opaca e com menor teor de melanina (1,80 = 0,06 UAs40nm/g de pululana), foi
observada sob luz LED branca com densidade de fluxo de fétons de 50 umol/(m?.s). As
evidéncias indicam potencial de aplicacdo da luz LED branca para producdo de pululana por
A. pullulans, possibilitando a reducdo dos custos com remogdo do pigmento melanina
empregando-se cepa microbiana selvagens.

Palavras-chave: Pululana. Exopolissacarideo. Densidade de fluxo de fotons. Melanina






ABSTRACT

Nascimento, P. R. Evaluation of the cultivation conditions of Aureobasidium pullulans
and of the effect of visible light on the production of pullulan in a glucose-based
medium. 2020. 103 p. Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2020.

Polymers of microbial origin have received attention from the scientific community and
from the society due to their versatility and diversity of industrial applications,
corresponding to a sustainable and ecologically friendly alternative. Among biopolymers,
pullulan, an exopolysaccharide produced by the fungus Aureobasidium pullulans, stands out
for its characteristics, being a non-toxic, non-mutagenic, non-carcinogenic, biocompatible
material, also corresponding to a non-caloric ingredient when used in the human diet.
However, in the bioprocess of obtaining pullulan, there is the concomitant production of the
melanin pigment, which corresponds to a disadvantage, since the removal of this pigment
adds cost to the biopolymer. Pullulan is also an interesting alternative to be incorporated in
a biorefinery of lignocellulosic materials, and thus, considering a future use of the cellulosic
fraction of these materials, the establishment of conditions for cultivation in a glucose-based
medium is important. In this context, in the present work, the effect of important variables
for the production of pullulans in a medium based on commercial glucose was evaluated
using statistical design as a tool, also evaluating the effect of incidence of visible light on
the production of pullulan and melanin. Fermentations were carried out at 28 °C and 220
rpm in Erlenmeyer flasks containing glucose-based medium, using yeast extract as a nitrogen
source. After the analysis of the results obtained with the strain A. pullulans LB83, instability
in the production of pullulan and biomass was observed and, thus, other wild strains of this
microbial species were evaluated, resulting in the selection of the strain A. pullulans ATCC
42023. From the experimental design, an adequate mathematical model was obtained for the
production of pullulan, and the optimization of the culture conditions and adjustment of the
initial pH and process time indicated that 126.2 g/L of glucose, 2.66 g/L of yeast extract,
initial pH 5.00 and 168h of the process corresponded to the conditions that maximized the
production of the biopolymer (51,64 + 3,86 g/L of pullulan). Using the optimized condition,
tests were performed varying lighting conditions, using LED light of different wavelengths,
besides laboratory lighting with fluorescent lamps and the absence of light. The maximum
production of pullulan (57.94 + 0.31 g/L) of opaque white color and with lower melanin
content (1.80 + 0.06 UAssonm/g of pullulan), was observed under white LED light with
photon flux density of 50 umol/(m?2.s). The evidence indicates the potential for application
of white LED light in the process of production of pullulans by A. pullulans, turning possible
to reduce the cost of removing the melanin pigment using wild microbial strains.

Keywords: Pullulan. Exopolysaccharide. Photon flux density. Melanin.
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1 INTRODUCAO

Desde a invengdo dos plésticos, o seu consumo foi aumentando conforme foram
ampliando-se os campos de aplicacdo, os quais sdo funcao das propriedades especificas de
cada polimero e do custo de producdo. O processo de obtencdo de polimeros derivados do
petroleo permitiu a producdo, com baixo custo, de materiais sintéticos como elastomeros
(borrachas sintética), termoplasticos e termofixos, os quais sdo amplamente utilizados na
industria de embalagem, de automdveis, farmacéutica, militar, entre outras (MULDER,
1998; RYBERG et al., 2019; TANAKA et al., 2019; UN ENVIRONMENT, 2018).

No entanto, o reuso e a reciclagem de polimeros sintéticos e tecnologias para sua
destinacdo adequada tém avancado a um ritmo menor comparado com a crescente produgéo
destes materiais (HUYSMAN et al., 2017; KABIR et al., 2020). Consequentemente, 0
acumulo dos residuos poliméricos dispostos no ambiente tornou-se fonte de polui¢éo devido
a sua pouca biodegradabilidade (BARNES, 2019; PROVENCHER et al., 2020). Estima-se
que, em 2015, 9,2 milhdes de toneladas de plasticos foram descartadas no ambiente, sendo
que 67% destes eram constituidos por macroplasticos (PVC, PP, LDPE, LLDPE, HGPE) e
33% por microplasticos (Elastémeros, PP, fibra de PET, fibra de PP) (RYBERG et al.,
2019).

Os problemas ambientais ocasionados pelo descarte inadequado incluem a interagéo do
material sintético com a biota, resultando na liberacdo de componentes perigosos. Por
exemplo, Lavers e Bond (2016) encontraram vestigios de chumbo (Pb) e cadmio (Cd) nas
penas de aves marinhas como Laysan Albatross e Bonin Petrel. Também, compostos
quimicos como o di-n-butil ftalato (DBP) (ZHAO et al., 2015) e o di-(2-etil-hexil) ftalato
(ZHU et al., 2019) foram identificados em cultivos de arroz (Oryza sativa L.) e couve
(Brassica parachinensis L.), respectivamente

Além disso, a natureza ndo renovavel do petréleo, assim como a flutuacéo no seu preco,
juntamente com as politicas de redugdo do consumo de pléasticos, fizeram que a indUstria dos
polimeros buscasse uma mudanca de paradigma (GEORGE et al., 2020; HUYSMAN et al.,
2017; OHTOMO; OHNUMA, 2014; PROVENCHER et al., 2020). Neste sentido, a procura
de novos materiais que apresentem caracteristicas similares aos polimeros sintéticos, sejam
biodegradaveis e economicamente viaveis, tem acarretado em descobertas e inovagdes em
diversos campos da ciéncia e tecnologia, sendo importantes, neste contexto, os biopolimeros,
ou seja, os polimeros obtidos a partir de sistemas biologicos (microbiano, animal e vegetal)
(CHEN et al., 2020). Estes, além de possuirem potencial para substituir polimeros obtidos a

partir do petréleo, apresentam propriedades que possibilitam aplicagdes exclusivas.
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Particularmente, os biopolimeros obtidos de fontes microbianas, como o0s
polissacarideos, correspondem a uma alternativa atraente, sendo possivel sua obtencéo a
partir de substratos organicos de fontes renovaveis (GEORGE et al., 2020), incluindo
residuos e subprodutos agricolas e agroindustriais como o bagaco de cana-de-agucar
(TERAN-HILARES et al., 2017, 2019), melaco de beterraba e residuo de amido
(ISRAILIDES et al., 1994).

Entre os biopolimeros, destaque pode ser dado a pululana, um homopolissacarideo
extracelular sintetizado pelo fungo leveduriforme Aureobasidium pullulans (GIBBS;
SEVIOUR, 1996; MOHANAN; SATYANARAYANA, 2018). Com caracteristicas como
ndo serem toxicos, carcinogénicos ou mutagénicos (KIMOTO; SHIBUYA; SHIOBARA,
1997; TABASUM et al., 2018), a pululana e seus derivados tém sido estudados em uma
séria de aplicacdes de interesse.

Sendo obtido em um processo bioldgico, a qualidade e quantidade da pululana
produzida por A. pullulans dependem dos parametros de operacdo e da concentragcdo e
natureza dos nutrientes e substrato (HAMIDI et al., 2019; SENA et al., 2006). Por exemplo,
estudos revelaram que a limitacdo de nitrogénio favorece o acumulo de pululana, embora
sua limitacdo excessiva possa desfavorecer a sintese de biomassa (HAMIDI et al., 2019;
ROUKAS; BILIADERIS, 1995).

No entanto, a producdo concomitante do pigmento melanina com a pululana é uma
caracteristica indesejavel das cepas selvagens de A. pullulans (HAWKES et al., 2005;
PRASONGSUK et al., 2018; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Na industria, este
pigmento é removido por processos de downstream que resultam em aumento nos custos de
producdo (RAVELLA et al., 2010). Com o proposito de reduzir ou inibir a producéo deste
pigmento, tém sido utilizadas cepas modificadas geneticamente (LI et al., 2015) e estudos
revelaram que a modificacdo genética, além de inibir a sintese de melanina, promove
também um aumento na producao de pululana (CHEN et al., 2017).

Como alternativa a modificagdo genética, Teran-Hilares et al. (2017) cultivaram uma
cepa selvagem de A. pullulans em meio baseado em glicose comercial com incidéncia da luz
LED azul (densidade de fluxo de fétons de 440 umol/(m?.s)), obtendo pululana (15,8 g/L)
de cor branca e com baixos niveis de melanina (4,46 UAssonm/g de pululana). Estes autores,
nas mesmas condi¢des e mudando apenas a fonte de carbono para hidrolisado de bagaco de
cana-de-agucar, reportaram 20 g/L de pululana com baixos niveis de melanina. Estes

resultados motivaram a continuidade desta estratégia desenvolvida no Laboratorio de
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Biopolimero, Biorreatores e Simulacdo de processo (LBBSIM), do Departamento de
Biotecnologia, da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo Paulo (EEL — USP).

Assim, no presente trabalho, avaliou-se o efeito de diferentes condicdes de cultivo e
condicdes de iluminacdo sobre a producdo de pululana, biomassa e melanina por A.
pullulans. Diferentes cepas desta espécie foram testadas, e planejamento estatistico foi
empregado como ferramenta de analise de efeitos e otimizacdo das condicOes de cultivo em
frascos Erlenmeyer em meio baseado em glicose comercial. O uso deste substrato teve como
objetivo fornecer base para estudos futuros de producdo a partir de hidrolisado celulésico de
residuos e subprodutos agroindustriais. Nas condicdes selecionadas, experimentos foram
conduzidos sob diferentes condic¢des de iluminacgéo, incluindo diferentes comprimentos de
onda e densidades de fluxo de fotons de luz LED, avaliando-se o efeito na producdo do

biopolimero e do pigmento melanina.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Biopolimeros

Os biopolimeros sdo polimeros produzidos por processos biolégicos que ocorrem em
animais, plantas e micro-organismos (GEORGE et al., 2020). Apresentam caracteristicas
semelhantes aos polimeros sintéticos, embora a biocompatibilidade e a sustentabilidade
ambiental sejam qualidades destacadas nos biopolimeros (KUMAR; HOURELD;
ABRAHAMSE, 2020; VINOD et al., 2020).

H&a um grande nimero de macromoléculas produzidas por seres vivos. Estruturalmente,
estas podem estar na forma de cadeia linear ou ramificada, e suas unidades constituintes
podem incluir &cidos nucleicos, aminoacidos, &cidos graxos, polidlcoois ou sacarideos
(ASHTER, 2016; IBRAHIM et al., 2019). Baseados na estrutura de suas unidades
constituintes, a Tabela 1 apresenta diferentes macromoléculas encontradas na natureza,
muitas das quais se encaixam na definicdo de polimero, ou seja, sdo constituidos por

unidades estruturais repetitivas.

Tabela 1 — Macromoléculas encontradas naturalmente e suas funcdes.

Polimero Mondémero Funcéo

Acido nucleico (DNA e  Nucleotideos Portadores de informag&o genética

RNA)

Proteina a-aminoacidos Catalisadores biolégicos (enzimas), fatores de crescimento,
receptores, materiais estruturais (1a, couro, seda, cabelo, tecido
conjuntivo); hormonas (insulina); toxinas; anticorpos

Polissacarideos Aclcar Materiais estruturais em plantas e alguns organismos superiores

(Carboidratos) (celulose, quitina); materiais de armazenamento de energia

(amido, glicogénio); reconhecimento molecular (tipos
sanguineos), secrecdes bacterianas
Polihidroxialcanoatos Acidos graxos  Materiais de reserva de energia microbiana

Polifendis Fendis Materiais estruturais em plantas (Lignina), estrutura do solo
(turfa), mecanismos de defesa de plantas (taninos)

Polifosfatos Fosfatos Materiais de armazenamento de energia inorganica

Polissulfeto Sulfatos Materiais de armazenamento de energia inorganica

Fonte: Adaptado de U.S.CONGRESS (1993).

De forma particular, os biopolimeros de origem microbiana sdo produzidos
industrialmente por processos fermentativos (VERMA et al., 2020). Alguns biopolimeros
sdo armazenados dentro do micro-organismo, enquanto outros sdo acumulados
extracelularmente, fornecendo protecdo a condicbes adversas do ambiente
(U.S.CONGRESS, 1993). Tanto micro-organismos selvagens quanto modificados

geneticamente produzem uma ampla gama de biopolimeros, tais como acido polilatico
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(PLA), Polihidroxialcanoatos (PHA), polissacarideos e polimeros de &cido carboxilico e
butanodiol (VERMA et al., 2020).

Os polissacarideos resultam da combinacdo de diversos monossacarideos (Tabela 2)
(U.S.CONGRESS, 1993; VINOD et al., 2020). Entre os polissacarideos de importancia
industrial estéo a celulose, goma xantana, dextrina, alginato, quitina e pululana (RYDZ et
al., 2018; VERMA et al., 2020).

Tabela 2 — Exopolissacarideos microbianos disponiveis no mercado.
Exopolissacarideos Origem Composicado
Goma xantana Xanthomonas campestris Polissacarideo estruturalmente composto de
unidades repetidas de pentassacarideo, contendo
glicose, manose, 4&cido glucurbnico e
substituintes acetil e piruvato.

Dextrana Leuconostoc mesentroides Polissacarideo constituido por unidades de a-D-
Strptococcus mutans glicose unidos por ligagdes glicosidicas a(1—6).
Acetobacter sp.
Goma curdlana Alcaligenes faecalis Polimero de D-glicose com ligaces glicosidicas
B(1—3).
Goma gelana Pseudomonas elodea Polimero parcialmente O-acetilado de glicose,
ramnose e acido glucurénico
Escleroglucana Sclerotium glutanicum Unidades de glicose unidas principalmente por

ligacbes P(1—3) com ligagdes glicosidicas
ocasionais f(1—6)

Pululana Aureobasidium pullulans Polissacarideo composto por unidades de
maltotriose linearmente polimerizadas e unidas
por ligagdes glicosidicas a(1—06)

Fonte: Adaptado de Singh e Saini, (2012).

2.2 Pululana e suas aplicactes

A pululana é um exopolissacarideo (EPS) produzido por Aureobasidium pullulans,
Tremella mesentérica, Cytaria harioti, Cytaria darwinii, Cryphonectria parasitica,
Teloschistes flavicans, Rhodototula bacarum (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). No
entanto, o fungo leveduriforme A. pullulans é a principal espécie utilizada industrialmente.
Segundo os estudos morfologicos deste micro-organismo polimérfico, a biossintese do EPS
pululana ocorre quando o micro-organismo esta na sua forma unicelular, principalmente
como clamidésporo (CAMPBELL et al., 2004; CATLEY, 1980; ROUKAS; BILIADERIS,
1995; SIMON; CAYE-VAUGIEN; BOUCHONNEAU, 1993), sendo produzido
intracelularmente para posteriormente ser excretado na superficie celular, formando assim

uma pelicula viscosa ao redor das células (Figura 1) (SINGH; SAINI, 2012).
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Figura 1 — Distribuigéo das capas de pululana, -glucana e melanina em A. pullulans.
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Fonte: Adaptado de Shingel, (2004)

Fisiologicamente, este EPS atua com uma reserva de carbono, mas também serve como
barreira protetora contra as adversidades do meio (luz UV, metais pesados, poluentes
organicos, baixa atividade de agua e oxidantes) e constitui um componente estrutural da
parede celular (CAMPBELL et al., 2004; HAMIDI et al., 2019; LI et al., 2015; ROUKAS;
BILIADERIS, 1995). A quantidade de pululana produzida varia significativamente de
acordo com o estagio de crescimento celular e condi¢des de cultura (CATLEY, 1971a;
SIMON; CAYE-VAUGIEN; BOUCHONNEAU, 1993); além disso, a formacao de pululana
tem um comportamento inverso a formagao de biomassa (CAMPBELL et al., 2004).

Estruturalmente (Figura 2), a pululana é composta por unidades de maltotriose (um
trimero de unidades de glicose unidas por ligagdes a(1—4)) linearmente polimerizadas e
unidas por ligagdes glicosidicas a(1—6) (KATO et al., 1982; LIU etal., 2019; MOHANAN;
SATYANARAYANA, 2018). Esta alternancia de ligacGes a(1—4) e a(1—6) fornecem a
pululana uma estrutura flexivel e solivel (KATO et al., 1982; LI et al., 2015). Este
biopolimero é descrito na literatura como um hidrocoléide nao iénico (LIU et al., 2019), de
estrutura amorfa e alta estabilidade térmica (HAMIDI et al., 2019; KATO et al., 1982), ndo
mutagénico, ndo toxico, ndo imunogénico, ndo cancerigeno, solivel na agua, resistente a
6leo, transparente, insipido, inodoro, comestivel, impermeavel ao oxigénio, adequado para
formacéo de filme, compativel com o ambiente e com o corpo humano (CHI et al., 2009;
CHOUDHURY; BHATTACHARYYA; PRASAD, 2012; LIU et al., 2017; SIMON; CAYE-
VAUGIEN; BOUCHONNEAU, 1993).
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Figura 2 — Estrutura quimica da pululana representadas por unidades de maltotriose unidas por ligaces
a(1—6).
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Fonte: Adaptado de Tabasum et al. (2018).

Estas propriedades tornam a pululana candidata potencial para uma ampla variedade de
aplicacdes na industria alimenticia, farmacéutica e outras (SHINGEL, 2004), como por
exemplo, na industria de plasticos, podendo substituir materiais como policloreto de vinila
e poliestireno em termos de transparéncia, dureza, resisténcia e brilho (XUE et al., 2019).
Sua natureza inodora, insipida e atdxica torna-a adequada para a industria de alimentos e
farmacéutica (HAN; LV, 2019). Por outro lado, as enzimas digestivas do ser humano néo
tém capacidade de degradar pululana e, por tanto, ndo aporta calorias na dieta e pode ser um
substituto do amido nas formulacdes de alimentos e bebidas de baixa calorias (LIU et al.,
2017). Observou-se também sua potencialidade de uso como conservante, inibindo a
retencdo de umidade e o crescimento de fungos em alimentos armazenados, sua
transparéncia e impermeabilidade a moléculas de 6leo, graxa, agua e oxigénio também
permitem que a pululana seja usada em aplicacdes de embalagem de alimentos (TERAN-
HILARES et al., 2019; VERMA et al., 2020). No entanto, seu potencial de uso é
significativamente influenciado pela pureza do biopolimero, massa molar (Mw) e
distribuicdo da Mw, os quais estdo determinados pelas condi¢des de processos de produgédo
(CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c).

Observou-se que a pululana com alta Mw mostra uma alta viscosidade, aumentando
deste modo o espectro de aplicabilidade comercial (PONNUSAMI; GUNASEKAR, 2015).
Por exemplo, os produtos da industria alimenticia, farmacéutica, cosmética e de materiais
desenvolvidos com a pululana de alta Mw apresentaram maior resisténcia, durabilidade e

estabilidade quando foram utilizados na produgdo de pellets, filmes impermeaveis ao
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oxigénio, capsulas de medicamentos e nanomateriais (LIU et al., 2017; SINGH; SAINI;
KENNEDY, 2008).

2.3 Variabilidade morfolégica do Aureobasidium pullulans: formas celulares e
influéncia das condigdes de cultivo

Aureobasidium spp é um fungo saprofitico polimérfico (BERMEJO et al., 1981b;
CATLEY, 1980; RAMOS; GARCIA, 1975) cujo comportamento e caracteristicas Ss&o
parecidos aos de leveduras (BROWN; HANIC; HSIAO, 1973); pertence ao filo
Ascomycota, classe Euascomycetes e ordem Dothideales (LOTRAKUL et al., 2009;
OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015; POLLOCK; THORNE; ARMENTROUT, 1992). As
coldnias crescem rapidamente tornando-se viscosas devido a formacdo da biomassa
(HAMIDI et al., 2019; SINGH; SAINI, 2012; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). As
colénias apresentam coloracdo rosada palida, amarela ou marrom claro nos primeiros
estagios de crescimento, provavelmente devido a formacéo dos blastosporos (LI et al., 2015;
RAMOS; GARCIA, 1975), enquanto que a formacao de clamiddsporos e de hifas no tltimo
estagio ocasionam um escurecimento das coldnias (HAMIDI et al., 2019), sendo a producéo
de pigmentos escuros como a dihidroxinaftaleno-melanina (DHN-melanina) a responsavel
por este fendbmeno (CHEN et al., 2019b).

Estudos relacionados com a morfologia celular ressaltam a influéncia significativa dos
niveis de pH e da concentracdo e natureza da fonte de nitrogénio e da fonte de carbono
(BERMEJO et al., 19814, 1981b; BROWN; HANIC; HSIAO, 1973; CATLEY, 1971a, 1980;
RAMOS; GARCIA, 1975). Ramos e Garcia (1975) identificaram 6 estagios de crescimento
celular, sendo o primeiro correspondente a formacéo de blastosporos, que podem estar na
forma esférica ou ovoide, de acordo com a fonte de nitrogénio (BERMEJO et al., 1981a).
No segundo estagio foi observada a presenca de pseudomicélios (quando a célula filha e a
célula mae permanecem unidas), formando assim cadeias asseptadas de blastosporos
(RAMOS; GARCIA, 1975). Devido ao envelhecimento das pseudomicélios e a sua baixa
viabilidade, acontece um processo de autolise (BERMEJO et al., 1981a). Os blastosporos de
maior tamanho sdo denominados de células “inchadas” e representam o terceiro estagio, 0
qual acontece quando uma baixa concentragio celular (menos que 1x10* células/150 ml) é
colocada em um meio que contenha nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio. Neste caso,
se 0 meio tiver um pH menor que 4,00, podera ocasionar a morte celular ou geragéo de septos
transversais (BERMEJO et al., 1981a; RAMOS; GARCIA, 1975). O quarto estagio
caracteriza-se pela formacgédo de micélios a partir de células inchadas septadas e, acontece
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quando uma baixa concentracdo de biomassa é inoculada no meio, sendo que uma elevada
concentragdo celular favoreceria a formagdo de blastosporos (RAMOS; GARCIA, 1975).
Em meios que contenham ions de aménio como fonte de nitrogénio, as células inchadas
septadas mudam de aspecto, tornando-se escuras a0 mesmo tempo que aumenta a espessura
da parede celular, formando a célula chamada de clamidosporo, constituindo o quinto estagio
do crescimento celular (BERMEJO et al., 1981a; RAMOS; GARCIA, 1975). Dependendo
das condicbes do meio e da fonte de nitrogénio, estes clamidosporos podem gerar micélios,
que por sua vez poderdo formar blastosporos ou hifas (BERMEJO et al., 1981b; RAMOS;
GARCIA, 1975), sendo que a formagc&o de clamiddsporos leva a uma queda do pH do meio
(BERMEJO et al., 1981a). No sexto estagio, o desenvolvimento micelial produz pigmentos
escuro e um engrossamento da parece celular, podendo produzir biomassa celular na forma
de clamiddésporos (BERMEJO et al., 1981b; BROWN; HANIC; HSIAO, 1973;
CAMPBELL et al., 2004). Na Figura 3 apresentam-se as principais formas morfolégicas de
A. pullulans.

Figura 3 — Aspecto morfoldgico de A. pullulans
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Fonte: Adaptado de Singh e Saini, (2012).

A capacidade de poder controlar as condi¢des de processo, assim como a composi¢ao
do meio, conduziu ao estudo da possibilidade de manter algumas formas morfoldgicas no A.
pullulans. Com este intuito, Brown, Hanic e Hsiao (1973) observaram que, com sulfato de

amonio ((NH4)2S04), 40% da biomassa era constituida por formas filamentosas, enquanto
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que, quando usado nitrato de sodio (NaNOz) como fonte de nitrogénio, 97% da massa celular
estava na forma de células semelhantes a leveduras e clamiddsporos. Um resultado similar
foi observado por Campbell et al. (2004) que, quando utilizaram cepas de A. pullulans ATCC
9348 em um meio contendo NaNOs, observaram predominéancia morfolégica da forma
unicelular. Ja a formacéo de clamiddsporos pode ser induzida por condi¢fes adversas, como
foi demostrado por Bermejo et al. (1981b) quando formularam um meio com alto contedo
de acucar, nitrogénio limitante e pH acido. Simon, Caye-Vaugien e Bouchonneau (1993)
observaram que na presenca de 0,1% de (NH4)2SOs no meio, o formato de hifas
correspondeu a menos de 1% da biomassa total; um aumento na concentragcdo deste
composto (0,3% de (NH4)2SOs4), por outro lavo, levou ao aumento no contetdo de hifas.

A capacidade polimérfica do A. pullulans facilitou sua adaptabilidade em diversos
habitats (L1 et al., 2015), sendo possivel encontrar cepas deste fungo na filosfera e filoplano
das plantas (principalmente frutos) (GAUR et al., 2010a; LORENZINI; ZAPPAROLLI, 2019;
SINGH; SAINI, 2008) em alguns casos como um endofito (RAMOS; GARCIA, 1975),
sendo encontrados também na superficie de banheiros (LOTRAKUL et al., 2009), no mel
natural (CHEN et al., 2019b), na superficie cutdnea (ZHANG et al., 2011) e habitats
desérticos (JIANG et al., 2019). Na industria, o polimorfismo torna-se um problema devido
a sua extrema variabilidade, instabilidade genética e alta condicdo heterocari6tica (LI et al.,
2015), resultado, com isso, em alteragfes no comportamento metabdlico.

Como foi mencionado anteriormente, tanto a modificacdo morfolégica quanto a
variacdo do comportamento metabolico podem ser resultado de diversos fatores que atuam
de forma sinérgica sobre este fungo, tais como a composi¢do quimica e as impurezas do
meio (inibidores e promotores), sistema de fermentacao e condi¢cbes ambientais empregados
durante o processo fermentativo (ROUKAS: BILIADERIS, 1995; TERAN-HILARES et al.,
2017, 2019), que resultam na biossinteses de diversos subprodutos de importancia
econdmica variada, tais como enzimas (a-amilase, glucoamilase, isopululanase, xilanase,
pectinase, B-glucosidase, lacase) (GAUR et al., 2010a; LI1U et al., 2018), polimeros (&cido
polimalico (PMA), pululana, p-1,3-glucana) (BULIGA; BRANT, 1987; CHI et al., 2016;
LIU; STEINBUCHEL, 1996; TERAN-HILARES et al., 2017, 2019), liamocina
(BISCHOFF et al., 2018; PRICE et al., 2017, 2013; SAUR et al., 2019), oligossacarideos
(LIU et al., 2017) e biossurfactantes (BRUMANO et al., 2017).
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2.4 Biossintese da pululana por A. pullulans

A sintese da pululana comeca na fase de crescimento logaritmico tardio, promovida pela
auséncia ou reducdo dos nutrientes no meio de cultura, sendo na fase de crescimento
estacionario onde ocorre a maior producdo do exopolissacarideo (GNIEWOSZ;
DUSZKIEWICZ-REINHARD, 2008). Ainda ndo esta claro por completo 0 mecanismo da
biossintese da pululana; no entanto, Duan et al. (2008) sugeriram uma possivel via
metabolica, identificando trés enzimas-chave (a-fosfoglicose mutase (EC 5.4.2.2), uridina
difosfoglicose pirofosforilase — UDPG-pirofosforilase (EC 2.7.7.9) e glicosiltransferase (EC
2.4.1.34) para transformar glicose em pululana; além da glicose, este fungo pode utilizar
outras fontes de carbono, como sacarose, frutose, manose, maltose, galactose e xilose,
podendo ser cultivado em meio contendo hidrolisado das fracbes carboidrato dos materiais
lignocelulésicos (CATLEY, 1971b; CHEN et al., 2014; WU et al., 2009a, 2016). Neste caso,
as enzimas hexoquinase e isomerase sdo as responsaveis pela conversao destas fontes de
carbono a UDP-Glicose, um importante precursor da biossintese da pululana (CATLEY;
MCDOWELL, 1982). Uma representacdo da possivel via metabdlica é mostrada na Figura
4,

Figura 4 — Via metabolica para producéo da pululana
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Fonte: Adaptado de Tabasum et al. (2018), Sugumaran e Ponnusami (2017) e Cheng, Demirci e Catchmark
(2011b).
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Duan et al. (2008) ressaltam a importancia da enzima a-fosfoglicose mutase na
formacéo de glicose-1-fosfato a partir de glicose-6-fosfato. O precursor da pululana UDP-
glicose é formado a partir da glicose-1-fosfato pela enzima UDPG-pirofosforilase; em
seguida, através de uma ponte fosfo-diester, um residuo de D-glicose proveniente da UDP-
glicose é ligado a molécula lipidica hidroperoxido lipidico (LPh). Uma transferéncia
adicional do residuo D-glucose do UPDG-glicose origina isomaltosil ligado ao lipidio. No
passo seguinte, o isomaltosil participa na reagdo com glucose ligada ao lipideo para produzir
um residuo isopanosil como precursor. No ultimo passo, a cadeia de pululana é formada pela

polimerizag&o de residuos de isopanosil utilizando a enzima glicosiltransferase.

2.5 Fatores que influenciam na producéo da pululana

A biossintese da pululana é resultado de uma combinacdo sinérgica entre as condi¢fes
do bioprocesso e a disponibilidade de nutrientes (CAMPBELL et al., 2004; CHENG;
DEMIRCI; CATCHMARK, 2011a). Na sequéncia, sdo apresentadas informacoes
relevantes sobre alguns dos fatores que influenciam na producdo microbiana deste

exopolissacarideo.

2.5.1 Fonte de carbono

As caracteristicas da pululana variam conforme a fonte de carbono empregada,
condicdes de processo e cepa microbiana (CATLEY, 1971b). Diversos trabalhos relatam a
preferéncia do micro-organismo para producao de pululana a partir de sacarose (CHENG et
al., 2010; SHENG; TONG; MA, 2016). Além disso, Catley (1971) reporta preferéncia pela
glicose em relacdo a frutose quando estas estdo presentes no meio de cultura.

H4, no entanto, outros trabalhos reportando o uso de fontes como agUlcares presentes em
hidrolisado amilaceo (GOKSUNGUR; UZUNOGULLARI; DAGBAGLI, 2011; HII et al.,
2012; WU et al., 2016) ou lignocelul6sico (SUGUMARAN; JOTHI; PONNUSAMI, 2014;
SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017a; TERAN-HILARES et al., 2017). Por exemplo,
Chen et al. (2014) utilizando uma cepa mutante de A. pullulans AY82 e tendo como fontes
de carbono a xilose e hidrolisado hemicelulésico, reportam uma producdo de pululana de
17,63 g/L e 12,62 g/L, respectivamente, em 168 horas de cultivo. Em outro trabalho, Teran-
Hilares et al. (2017) empregaram A. pullulans LB83 (cepa selvagem de A. pullulans) e,
utilizando a fracdo carboidrato do hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar, obtiveram 20
g/L de pululana depois de 168h de fermentacéo (28 °C, 200 rpm) em frasco Erlenmeyer sob
luz LED azul (450 — 470 nm). Também neste trabalho pode ser observada a influéncia do
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comprimento de onda de luz sobre o consumo das pentoses (principalmente xilose) presentes
no hidrolisado, sendo que um maior consumo da xilose foi observado sob luz branca
(98,31%) em comparacéo a luz LED azul (75%). Em outro trabalho, utilizando um biorreator
de coluna de bolhas (25 °C, 0,5 vvm de aeracdo, 1,88 g/L de extrato de levedura), Teran
Hilares et al. (2019), utilizando a mesma cepa (A. pullulans LB83), reportaram a producéo
de 18,64 g/L de pululana em 96h de fermentac&o.

Conforme pode ser observado na Tabela 3, diversos meios de cultivo tém sido utilizados

na producado de pululana, incluindo tanto meios semissintéticos quanto fontes complexas.

Tabela 3 — Producdo de pululana utilizando diferentes fontes de carbono.

Tipo de Fuente de
Cepa fermentacao carbono Producao Referéncia
A. pullulans  Batelada - Hidrolisado 20 g/L Teran-Hilares et al. (2017)
LB83 Smf (Frasco enzimatico de
Erlenmeyer) bagaco de cana-
de-aclcar
A. pullulans  Batelada - Hidrolisado 18,64 g/L Teran-Hilares et al. (2019)
LB83 Smf enzimatico de
(Biorreator de  bagaco de cana-
coluna de de-acucar.
bolhas).
A. pullulans  Batelada - Hidrolisado 12,65 g/L Chen et al. (2014)
AY82 Smf hemicelulésico de
(Biorreator de  bagaco de cana-
tanque de-acUcar.
agitado).
A. pullulans  Batelada - Sacarose 39 g/L Xia, Wu e Pan (2011)
AP329 Smf
(Biorreator de
tanque
agitado)
A. pullulans  Batelada - Hidrolisado de 29,43 g/L Wu et al. (2009a)
AP329 Smf (Frasco batata-doce

Erlenmeyer)
Smf: fermentagdo submersa;
Ssf: fermentacdo em estado solido.
Fonte: Autoria propria.

2.5.2 Fonte de nitrogénio e relacédo C/N

Na produgdo de pululana, tem sido avaliada por diversas pesquisas a influéncia da fonte
e quantidade de nitrogénio presentes no meio de cultura. O excesso de nitrogénio no meio
de cultura contribui com a formacdo de biomassa, porém, resulta em uma diminui¢do da
concentracdo de pululana (BULMER; CATLEY; KELLY, 1987; CATLEY, 1971a).
Segundo Rothman e Cabib (1969), o excesso de nitrogénio poderia ativar a enzima

fosfofrutoquinase, direcionando o fluxo de carbono para a via glicolitica.
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Os resultados de Jiang, Wu e Kim (2011) sugerem que condi¢des de limitacdo de
nitrogénio (0,25 g/L de NaNO,) favorecem a producéo da pululana (22,46 g/L), modificando
a morfologia do fungo A. pullulans AP329 e aumentando a atividade da enzima UDPG-
pirofosforilase (45,07 mU/M@proteina). Em outro trabalho, empregando uma elevada
concentragdo de sulfato de amonio (7 g/L), Cheng et al. (2011) relataram que, ap6s 120h de
fermentacdo e atingindo a maxima concentracdo de pululana (17,7 g/L), A. pullulans ATCC
201253 comecou a degradar este biopolimero até 168h de fermentacdo em resposta a uma
caréncia de fonte de carbono externa.

Realmente, a relacdo C/N tem sido apontada como um fator importante a ser
considerado na producgdo de exopolissacarideos. Por exemplo, Kumar, Mody e Jha (2007)
mencionaram que uma relacdo C/N elevada (10:1) maximiza a producdo de
exopolissacarideos no processo de fermentacdo submersa. Assim também, Sugumaran e
Ponnusami (2015), empregando A. pullulans MTCC 2670 em condigdes de fermentagdo em
estado solido e elevada relacdo C/N (25:1), obtiveram 39,42 mgpululana/g de substrato seco.

2.5.3 Temperatura

Dependendo da cepa de A. pullulans, a temperatura Otima da biossintese do
polissacarideo pode variar. Jiang (2010), por exemplo, reportou maxima producdo de
pululana (32 g/L) quando a cultura de A. pullulans SK 1002 estava a 28 °C. Nesta mesma
temperatura (28 °C), Yadav, Rahi e Soni (2014) obtiveram 45,24 g/L de pululana sintetizada
pelo A. pullulans RYLF-10. Wu et al. (2016), no entanto, empregando A. pullulans CJ 001,
reportaram uma producdo maxima de pululana (36,17 g/L) quando a temperatura do
processo era de 20 °C.

25.4 pH

O pH é um fator influente na morfologia do A. pullulans. Em pH baixo, este micro-
organismo estara na forma unicelular e, nesta forma, a producdo de pululana é maior que na
forma micelial (CATLEY, 1980).

Em um trabalhno com A. pullulans ATCC 9348, Bulmer, Catley e Kelly (1987)
reportaram maior producdo da pululana em células cultivadas em pH 4,00 em comparacao
a0 uso de pH 7,00. Em outro trabalho, usando reator com membranas, Cheng, Demirci e
Catchmark (2010) reportaram uma producdo de 32,9 g/L de pululana pelo A. pullulans
ATCC 201253 em um cultivo em pH 5,00. Xia, Wu e Pan (2011), por sua vez, demostraram

a relacdo entre a temperatura e pH no desenvolvimento da cepa de A. pullulans AP 329,
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observando um aumento na producgédo de biomassa quando o0 meio de cultura estava a 32 °C
e pH 2,50; contrariamente, 0 aumento da biossintese de pululana aconteceu a 26 °C e pH
5,50. Um resultado similar obtiveram Sugumaran e Ponnusami (2015) em fermentacdo em
estado solido. Estes autores determinaram o pH 5,50 como valor 6timo que permite ter a
maxima producdo de pululana (39,42 mgpuiuana/g de substrato seco), tendo bagago de

mandioca como substrato.

2.5.5 Aeracéo

Uma variavel importante a ser considerada no processo de biossintese da pululana € a
aeracdo, sendo que, sob condi¢cbes anaerobicas, tanto a producdo de biomassa quanto da
pululana é nula (LEATHERS et al., 1988). Segundo Roukas e Mantzouridou (2001), uma
intensa aeracdo (até 2,0 vvm) no processo fermentativo leva a um aumento na biossintese da
pululana como resultado do acumulo da biomassa. Ndo obstante, 0 excesso na aeracao
poderia modificar a massa molar da pululana (AUDET; LOUNES; THIBAULT, 1996), o
que poderia ser explicado devido a mudanca da atividade da enzima responsavel por esta
caracteristica do biopolimero (LEATHERS et al., 1988). Wecker e Onken (1991) relataram
que a diminuicdo no oxigénio dissolvido e na taxa de cisalhamento resultaram em um
aumento na producao da pululana, possivelmente devido a permanéncia do micro-organismo
na forma de levedura.

Cheng, Demirci e Catchmark (2011a), em um processo conduzido em um reator
semicontinuo, avaliaram diferentes condi¢fes de aeracdo em um cultivo de A. pullulans
ATCC 201253. Os resultados da pesquisa indicaram um valor 6timo de 1,5 vvm para

producdo tanto de biomassa quanto de pululana.

2.6 Producdo da pululana em diferentes configuracdes de processo fermentativo

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas em fermentacdo submersa (Smf) e
fermentacdo em estado sélido (Ssf) (AN et al., 2017; SUGUMARAN et al., 2013; WU et
al., 2009b; XIA et al., 2017), com resultados variados para producao de pululana.

Além disso, 0 modo de operacdo do processo tem sido apontado como fator a ser
considerado na producédo do biopolimero. Processos em batelada tém sido empregados tanto
em fermentacdo submersa quanto em estado solido.

Xia, Wu e Pan (2011), por exemplo, avaliaram 2 niveis de pH controlado (1,50 — 5,50)
e 2 niveis de temperatura (26 — 32 °C) na produgdo em batelada de pululana em fermentagéo

submersa. Estes autores obtiveram maxima producdo de pululana (39 g/L) com uma variacdo
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do pH e da temperatura em diferentes estagios da fermentacéo, pH baixo (2,50) e temperatura
elevada (32 °C) nas primeiras 12 horas favoreceram a formacéo da biomassa e, apos este
tempo e até o término do processo (60 horas), o pH foi elevado (5,50) e a temperatura
reduzida (26 °C) para favorecer a producéo da pululana.

Ainda em processo em batelada com fermentagcdo submersa, Lazaridou et al. (2002)
trabalhando com variagédo nas condi¢cOes de agitacdo (300, 500 e 700 rpm) e concentragdo
de melaco de beterraba (50 e 100 g/L), obtiveram maxima producdo de pululana (49 g/L)
quando o reator operou a 700 rpm, mantendo baixos os niveis de saturacdo de Oz (~7%) e
uma concentracdo de acucar inicial de 100 g/L. Com relacdo a influéncia da aeracao, cabe
comentar que, durante a fermentacéo, a viscosidade do meio de fermentacdo aumenta devido
a biossintese da pululana (fluido ndo Newtoniano) e isto eleva a demanda do oxigénio (LI et
al., 2016).

A elevada concentracdo de substrato, assim como limitacdo de nutrientes e outras
condicdes de processo podem ocasionar estresse sobre o micro-organismo, diminuindo o
rendimento na produgéo de pululana devido a efeitos de supresséo sobre as enzimas chave
(a-fosfoglicose mutase, uridina difosfoglicose pirofosforilase — UDPG-pirofosforilase e
glicositransferase) (DUAN et al., 2008; JIANG; WU; KIM, 2011; PAN et al., 2013).

Neste caso, para evitar este problema, Shin et al. (1987) aplicaram uma estratégia de
processo em batelada alimentada, com fornecimento intermitente de sacarose (10 g/L),
obtendo 58 g/L de pululana em 168 h de processo. Do mesmo modo, Cheng et al. (2011)
empregando processo em batelada alimentada com sacarose e utilizando A. pullulans ATCC
201253, reportaram 23,1 g/L de pululana com 94,6 % de pureza produzido em biorreator.

Hé& também relatos na literatura de processos operados em modo continuo, sendo que a
vazdo especifica de alimentacdo é um fator importante na producdo de pululana em sistema
quimiostato. Reeslev et al. (1997), usando A. pullulans QM 3092, recuperaram 3,6 g/L de
pululana de um meio cuja fonte de carbono era glicose, em meio com pH 4,00 e com uma
concentracdo limitante de zinco. Estes autores empregaram processo continuo com uma
vazao especifica de alimentacio de 0,08 h, em cultivo com temperatura constante (27 °C),
aeracdo de 1,6 L.min e agitacdo de 1200 rpm. Em outro trabalho, Galiotou-Panayotou,
Kalantzi e Aggelis (1998) realizaram experimento com A. pullulans ATHUM 2915 em
biorreator com membrana, em processo continuo, sendo que os parametros de processo
foram: agitagdo 500 rpm, taxa de aeragdo 1 vvm e temperatura de 25 °C. Os resultados
obtidos por estes autores demostraram que a maxima eficiéncia (82%) na producdo de

pululana foi alcangada em pH 5,00. Orr et al. (2009), por sua vez, empregaram processo
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continuo e avaliaram a concentracdo de nitrogénio no cultivo de A. pullulans ATCC 9348
em um reator CSTR, observando uma mudanc¢a na morfologia do fungo (de unicelular para
micélios) quando este foi cultivado em niveis elevados (0,78 g/L) de (NH4)2SOa.

A imobilizacdo de células foi empregada como estratégia para producdo de pululana
(CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c; WEST; STROHFUS, 1998). No entanto, a
producdo do biopolimero tem sido menor quando comparada com outros métodos de
fermentacdo devido a limitacGes difusionais. Entre os materiais mais utilizados na
imobilizacdo celular, destacam-se 0 uso do &gar e do alginato de calcio os quais foram
empregados em fermentagdo descontinua (WEST, 2000; WEST; STROHFUS, 2001).

Cheng, Demirci e Catchmark (2011b) imobilizaram o fungo na forma de um biofilme
formado sobre o eixo do agitador de um biorreator, tendo reportado méxima concentracao
de pululana (8,3 g/L) e produtividade (1,3 g/(L.h)) quando o meio continha 15 g/L de
sacarose, 0,9 g/L de (NH4)2SOa4 e 0,4 de extrato de levedura, com uma vazdo especifica de
alimentagdo de 0,16 h,

2.7 Producdo concomitante do pigmento melanina com a pululana

No meio ambiente, o fungo produz a melanina como um mecanismo de defesa contra a
radiacdo UV, oxidacdo, tratamento térmicos, choque salino, dessecacdo e hidrélise &cida
(JIANG et al., 2017; POULIOT et al., 2005). A melanina flngica corresponde a compostos
hidrofobicos de elevada massa molar, com carga negativa, formados por polimerizacao
oxidativa de compostos fendlicos tais como y-glutaminil-3,4-dihidroxibenzeno (GDHB) ou
catecol em Basidiomycetes, 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN) em Ascomycetes e
Deuteromycetes , ou 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) (KOGEJ et al., 2004; POMBEIRO-
SPONCHIADO et al., 2017; VIDAL-CROS et al., 1994; WHEELER; BELL, 1988; ZOU et
al., 2015).

A producdo de melanina, no entanto, representa um problema no setor industrial de
producdo de pululana, sendo preciso processos de downstream para remover este pigmento
do biopolimero (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c).

Com a finalidade de inibir a producdo de melanina, diversos autores trabalharam com
cepas modificadas geneticamente, mostrando resultados promissores na producdo de
pululana (CHEN et al., 2017; LI et al., 2015). Por outro lado, Teran-Hilares et al. (2017),
aplicaram uma estratégia diferente; trabalhando com uma cepa selvagem (A. pullulans
LB83) em um meio baseado em glicose, os autores avaliaram o comportamento do micro-

organismo sob diferentes comprimentos de onda de luz LED. Os resultados obtidos
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mostraram que a luz LED azul promoveu a méaxima producéo de pululana (15,77 g/L) com
baixo teor de melanina (4,46 UAss mm/g de pululana), sendo que, sob luz branca, a cepa
produziu 11,75 g/L de pululana com elevado contetdo de melanina (45,70 UAs40 mm/g de
pululana).

Fungos Ascomycota como A. pullulans produzem o pigmento melanina por meio da via
dihidroxinaftaleno-melanina (DHN-melanina), também chamada de via policetidica sintase
(Figura 5) (POMBEIRO-SPONCHIADO et al., 2017), uma via metabolica que consome
uma grande quantidade de carbono e energia (CHEN et al., 2019b), e que tem como
precursor o composto 1,8-dihidroxinaftaleno e a enzima chave policetideo sintase (PKS)
(CHEN et al., 2019b; FENG et al., 2001; JIANG et al., 2017; ROUKAS; BILIADERIS,
1995).

Figura 5 — Sintese do dihidroxinaftaleno-melanina (DHN-melanina) em fungo, com sitio especifico de inibi¢éo
para cada enzima em cada estagio (letras cor vermelha), sendo Ce: cerulenina, Tr: triciclazol (compostos como
clobentiazona, pyroquilon, ftaleto, alcool pentaclorobenzilico e cumarina podem substituir ao triciclazol) , Ca:
carpropamida. [H] reagéo de reducéo, [O] reacdo de oxidag&o.

Glicose
Glicose-6-fosfato DHN-Melanina
Frutose-6-fosfato [0] T
Frutose-1,6-difosfato OH OH
Gliceraldeido-3-fosfato === Djhidroxicetona
* fosfato
1,3-difosfoglicerato
3-fosfoglicerato 1,8-dihidroxinaftaleno
2-fusfo$liccratu H,0 A-% Ca
Fosfoenolpiruvato o OH
Piruvato .
Ciclo de Krebs
Acetil CoA
+ i HO
Acido graxo
Malonil CoA Vermelona
Ce Policétido sintase (PKS) (H] T Tr
o) Ha0 OH OH
[H] !
OH HO'
1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno Scitalona 1,3,8-trihidroxinaftaleno
[0] [O]
Flaviolina 3-hidroxijugalona 2-hidroxijugalona

Fonte: Adaptado de Aamir et al. (2018); Butler e Day, (1998); Jiang et al. (2017); Lee et al. (2003); Pihet et
al. (2009); Vidal-Cros et al. (1994).
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A via DHN-melanina comega com acetil-CoA e malonil-CoA, que sdo convertidos em
1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno (THN) pela enzima PKS. A enzima THN redutase transforma
entdo o THN em scitalona. No entanto, THN redutase € inibida com triciclazol, ocasionando
oxidacdo do THN e gerando flaviolina que sera acumulada no meio de cultura.
Posteriormente, a scitolona € desidratada para formar 1,3,8-trihidroxinaftaleno, sendo que a
atividade enzimatica da desidratase é inibida com carpropamida. A reducgdo do 1,3,8-
trihidroxinaftaleno para vermelona é catalisada pela enzima redutase, que também € inibida
na presenca do triciclazol; nesse caso, no lugar da vermelona, é gerado e acumulado
hidroxijugalona por processo de oxidacdo. A formacdo do 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN)
ocorre por desidratacdo da vermelona. Finalmente, diversas reagdes de dimerizacdo e
polimerizacdo catalisadas pela enzima lacase ddo origem a melanina a partir do DHN
(AAMIR et al., 2018; BUTLER; DAY, 1998; JIANG et al., 2017; LEE et al., 2003; PIHET
et al., 2009; VIDAL-CROS et al., 1994)

2.8 Aplicacao de diferentes condicdes de iluminacgao sobre o metabolismo microbiano

A luz ¢ uma forma de radiacdo eletromagnética de comportamento singular,
comportando-se como uma onda e como particula (féton), sendo que a cor da luz é definida
pelo comprimento de onda (A, medido em nandmetro). O conteddo energético da luz é
inversamente proporcional ao comprimento de onda, deste modo, a luz vermelha (A= 625 —
740 nm) tem menos energia que a luz violeta (A= 380 — 440 nm) (SLINEY, 2016; VASA,
2019).

Por outro lado, o comportamento metabdlico de alguns micro-organismos é fortemente
influenciado pela presenga ou auséncia da luz no ambiente. Por exemplo, observou-se que a
producdo das micotoxinas ocratoxina (A e B) e da citrina por Penicillium é
significativamente regulada pela presenca da luz (SAMSON, 2016).

Velmurugan et al. (2010) postularam a existéncia de fotorreceptores responsivos a
presenca e auséncia da luz em fungos produtores de pigmento como Monascus purpureus,
Isaria farinosa, Emericella nidulans, Fusarium verticillioides e Penicillium purpurogenum
quando avaliaram a producdo de biomassa e pigmento intra e extracelular sob luz azul (A=
492 - 455 nm), verde (A= 577 — 492 nm), amarelo (A= 597 — 577 nm), vermelha (A= 780 -
622 nm) e escuriddo durante 7 dias.

Por outro lado, Bryan et al. (2011) avaliaram o efeito da luz visivel, luz UV e radiacéo
gama sob os niveis de ATP em células de Cryptococcus neoformans. Esses autores

reportaram que as trés formas de radiacdo reduziram o0s niveis de ATP nas ceélulas
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melanizadas da levedura; enquanto células sem melanina sob luz visivel aumentaram os
niveis de ATP, a radiacdo gama ndo causou alteracdes e a exposic¢éo aos raios UV levou em
uma reducédo do ATP.

Com relacéo ao micro-organismo A. pullulans e a producdo de pululana, no entanto, a
influéncia da luz sobre o metabolismo (especificamente sobre o local de reacdo e enzimas
envolvidas) ainda foi pouco reportada. Estudos conduzidas por Teran-Hilares et al. (2017,
2019) em A. pullulans LB83 concluiram que a incidéncia de luz azul (A= 450 — 470 nm)
promoveu a maxima producdo de pululana (15,77 g/L) ao mesmo tempo que reduziu a
sinteses de melanina (4,46 £+ 0,26 UAssonm/g de pululana) e biomassa (6,5 g/L) em 96h de
processo em meio baseado em glicose. Contrariamente, neste mesmo trabalho, sob a luz
vermelhar (A= 620 — 630 nm), o micro-organismo produziu a maxima quantidade de
biomassa (9 g/L), porém diminuiu a producdo de pululana (12,50 g/L) e aumentou o

conteudo de melanina (8,34 UAsaonm/g de pululana).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar as condicGes de cultivo de Aureobasidium pullulans em meio baseado em
glicose e o efeito de diferentes condigdes de iluminacdo sobre a producdo do

exopolissacarideo pululana e do pigmento melanina.

3.2 Objetivos especificos

— Avaliar e otimizar o efeito das variaveis concentracdo de substrato, concentracdo de
extrato de levedura e pH inicial na producdo de pululana por Aureobasidium pullulans
em frascos Erlenmeyer utilizando meio baseado em glicose comercial;

— Auvaliar o efeito do comprimento de onda de luz e da densidade de fluxo de fotons na
producdo de pululana e inibicdo do pigmento melanina em processos conduzidos em
frascos Erlenmeyer utilizando meio baseado em glicose comercial;

— Caracterizar a pululana com relacéo a suas propriedades fisico-quimicas e reoldgicas.
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4 MATERIAIS E METODOS
Nesta secdo € descrita a metodologia empregada nesta pesquisa, a qual foi desenvolvida
no Laboratorio de Biopolimeros, Biorreatores e Simulacdo de Processos (LBBSIM) e no
Laboratorio de Bioprocessos e Produtos Sustentaveis (LBios), do Departamento de
Biotecnologia, da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de So Paulo (EEL- USP).
Para melhor compreensdo dos experimentos realizados, apresenta-se na Figura 6 a

sequéncia de experimentos realizados neste trabalho.

Figura 6 — Etapas realizadas no presente projeto para determinar as condi¢des Otimas de concentragdo de
glicose, concentracdo de extrato de levedura e pH inicial de cultura para produgéo de pululana por A. pullulans,
assim como avaliacdo do efeito das condigBes de iluminagdo visado a maximizar a producéo de pululana e
reduzir a sintese de melanina.
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4.1 Micro-organismo e preparo do inoculo

As cepas selvagens de A. pullulans LB83 e A. pullulans 15.2 foram gentilmente doadas
pelo Centro de Estudo de Insetos Sociais (CIES/UNESP-Brasil). Estes micro-organismos
foram isolados da formiga Atta sexdens rubropilosa, sendo coletados e identificados no
estado de S&o Paulo (ARCURI et al., 2014). As cepas de A. pullulans ATCC 42023 e A.
pullulans ATCC 9348 foram adquiridas da Fundacdo André Tosello (N° de CCT: 4154 e
7521, respectivamente). Segundo a Fundagdo André Tosello, a cepa ATCC 42023 foi isolada
de amostras de solo, enquanto que a cepa ATCC 9348 foi isolada de suprimentos militares
deteriorados na Flérida, EUA.

Os micro-organismos foram estocados no Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos
(GMBIio) da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Brasil,
conservando-se a 4 °C em meio YMA (&gar — extrato de malte — extrato de levedura) até seu
uso.

O inoculo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio de
cultivo, o qual era composto por 35 g/L de glicose, 0,6 g/L de (NH4)2SO4, 2,5 g/L de extrato
de levedura, 2 g/L de KoHPO4, 1 g/L de NaCl e 0,1 g/L de MgSOs, sendo os frascos
colocados em uma incubadora de movimento rotatorio (Tecnal, TE-4200, Tecnal, Sdo Paulo,
Brasil) a 28 °C e 200 rpm por 48h. Os componentes do meio utilizados procederam de
solugbes mée concentradas, as quais foram previamente esterilizadas em separado, em
autoclave, a 1 atm, 121 °C por 15 min.

Apdbs 48h de crescimento, o caldo obtido foi centrifugado a 2860xg a 20 °C por 10
minutos (centrifuga HITACHI CF15RN Himac), sendo o sobrenadante depois removido e
colocado em um tubo Falcon. Com a biomassa precipitada, preparou-se uma suspencao de
células com agua destilada estéril, sendo esta inoculada no meio de fermentacao visando-se

a atingir 1 g/L de concentracdo celular inicial.

4.2 Preparo do meio e processo de fermentacdo para cultivo em condicdes de luz
branca fluorescente, luz LED azul e luz LED branca

O meio de fermentagdo empregado continha a seguinte composicao: 2 g/L de KoHPOa,
1 g/L de NaCl e 0,1 g/L de MgSOs, além de glicose e extrato de levedura em concentracfes
variaveis conforme planejamento estatistico (secéo 4.3). Para o preparo do meio, as solugdes
foram esterilizadas em autoclave de forma similar ao descrito na se¢éo 4.1. Os valores de
pH inicial foram variados de acordo com o planejamento de experimentos (secéo 4.3), sendo
ajustado com solucéo de NaOH (2,5 M e 0,5 M) e H2SO4 (2,5 M e 0,5 M).
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Frascos Erlenmeyer de 50 mL foram carregados com 20 mL de meio e colocados dentro
da incubadora rotatoria (Tecnal, TE-4200, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) por periodos de 96,
120, 144 e 168h em condi¢Oes de temperatura (28 °C) e agitacdo (200 rpm) constante com
incidéncia de luz branca fluorescente (3 pmol/(m?s)) ou condi¢des de iluminagéo
especificadas. A recuperacdo da pululana obtida, assim como a quantificacdo da biomassa
foram feitas como descreve a secéo 4.8

4.3 Avaliacdo das condicdes de cultivo empregando planejamento de experimentos
tipo Box-Benhken

Neste projeto utilizou-se a metodologia de superficie de resposta para avaliar a interagao
entre as varidveis de estudo e sua contribuicdo na producdo de pululana e biomassa, assim
como determinar o ponto 6timo de producdo de pululana. Os trés fatores avaliados foram:
concentragdo de glicose (X1), concentracdo de extrato de levedura (Xz) e pH inicial (X3), e
as faixas de valores foram estabelecidas conforme Tabela 4. Um total de 15 ensaios
experimentais foram realizados, conforme planejamento experimental de tipo Box-Behnken,
sendo os dados obtidos analisados com auxilio do software Desing-Expert 12 (Stat-Ease,
Inc., EUA).

Inicialmente, os experimentos foram realizados com a cepa LB83. Em seguida, apds
selecdo da nova cepa (secdo 4.4), realizou-se novo planejamento experimental para
determinacdo das condicdes de concentracdo de glicose, concentracdo de extrato de levedura

e pH inicial.

Tabela 4 — Variaveis e niveis avaliados no planejamento estatistico realizado para determinar a influéncia dos
fatores sobre a producédo de pululana e biomassa por A. pullulans.

Tipo de Niveis
planejamento Fatores Simbolo -1 0 1
Box-Behnken Concentracéo inicial de glicose (g/L) X, 70 105 140

Concentracdo de extrato de levedura (g/L) X, 1 3 5
pH inicial Xs 6,00 7,00 8,00

Fonte: Autoria propria

4.4  Selecdo de micro-organismo.

Para selecdo da cepa, avaliaram-se o comportamento do processo com relacdo a
producdo de pululana e biomassa, assim como o pH final de trés cepas selvagens de A.
pullulans (A. pullulans 15.2, A. pullulans ATCC 42023 e A. pullulans ATCC 9348), as quais
foram comparadas com a performance da cepa A. pullulans LB83. O preparo do inoculo
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seguiu como indicado na sec¢do 4.1. O processo de fermentagdo foi conduzido em frascos
Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio contendo (TERAN-HILARES et al., 2017): 45
g/L de glicose, 0,6 g/L de (NH4)2SO4, 2,5 g/L de extrato de levedura, 2 g/L de K;HPOg4, 1
g/L de NaCl, 0,1 g/L de MgSOs. Os frascos foram colocados em uma incubadora de
movimento rotatorio (Tecnal, TE-4200, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) a 28 °C e 200 rpm por
96h. A recuperacdo e quantificacdo da pululana e biomassa seguiu como indicado na se¢do
4.8.

45 Ajuste no tempo de cultivo e pH inicial apds otimizacdo por planejamento
experimental

Com a cepa selecionada e considerando as condi¢Ges 6timas obtidas no planejamento

experimental (secdo 4.3), procedeu-se a uma avaliacdo do efeito da variagdo no tempo de

processo e no pH inicial, sendo a producédo de pululana e biomassa avaliadas em 96, 120,

144 e 168h de processo em pH inicial de 4,00, 5,00, 5,50 e 6,00. O preparo de indculo seguiu

como indicado na se¢do 4.1, A recuperacao e quantificacdo da pululana e biomassa seguiu

como indicado na se¢édo 4.8

4.6 Sistema empregado nos experimentos realizados sob diferentes condigdes de
iluminagéo

Depois de determinadas as condices 6timas de concentracdo de glicose, concentracédo
de extrato de levedura e pH inicial, procedeu-se com a preparacdo do meio de fermentacédo
(20 mL) em frascos Erlenmeyer de 50 mL nas condigdes otimizadas de processo. Estes
frascos Erlenmeyer foram colocados dentro de recipientes (Figura 7), em cujo interior
encontrava-se 71 cm de fita LED 5050 RGB (contendo 45 LED’s distribuidos
uniformemente) aderida na parede interna.

A superficie externa dos recipientes foi revestida com fita isolante com negra, visando
ao isolamento dos frascos Erlenmeyer de fatores externos (como luz e densidade de fluxo de
fotons diferentes dos planejados). Outra vantagem dos recipientes era a possibilidade de
avaliar individualmente cada ensaio; assim, o comprimento de onda de luz bem como a
densidade de fluxo de fotons seguiu como indicado na secdo 4.7. Os recipientes com 0s
frascos Erlenmeyer foram colocados na superficie da incubadora rotatéria (Tecnal, TE-4200,
Tecnal, Sdo Paulo, Brasil), sendo fixada a temperatura (28 °C) e agitagao (200 rpm). O tempo
de processo variou em cada experimento (69, 120, 144 e 168h) e foi devidamente indicado

quando os resultados foram apresentados. Para manter a temperatura constante dentro dos
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recipientes, foram colocados quatro tubos de ventilacdo (dois de entrada e dois de saida de
ar) que permitiram a transferéncia de ar entre o interior do sistema e o exterior. Estes tubos
de ventilacdo foram revestidos com fita isolante cor negra e aderidos posteriormente na
superficie externa dos recipientes seguindo o angulo da superficie e de modo a permitir o
fluxo de ar (Figura 7Db).

Figura 7 — Recipientes para os experimentos com fita LED: a) recipiente com fita LED 5050 RGB no interior,
b) esquema do sistema de circulacdo de ar (fluxo de ar representado com setas em cores), ¢) distribuicdo dos

recipientes com os frascos Erlenmeyer sobre a superficie da incubadora rotatéria com o cumprimento de onda
de luz e densidade de fluxo de fotons segundo as condigdes indicadas na se¢édo 4.7.
&

N/ b) Entrada de ar C)

Recipiente revestido de
fita isolante cor negra ™

Tubo de
'ventilagio

Tubo de
ventilacdo

Saida de ar

Fonte: Autoria propria

4.7 Avaliacdo dos efeitos das condi¢des de iluminacdo sobre a producéo de pululana,
biomassa e melanina

Empregando-se as condic¢des de cultivo selecionadas conforme segfes 4.3 e 4.5, 0s
experimentos foram realizados em duas etapas. Na primeira, avaliou-se a incidéncia da luz
LED azul (~450 nm) com densidade de fluxo de fotons de 442, 221 e 45 umol/(m?.s),
realizando-se também experimentos com os frascos mantidos no escuro (0 umol/(m?2.s)) e
sob luz branca fluorescente do laboratério (5000 K) com densidade de fluxo de fétons de 3
umol/(m?.s). Na segunda etapa foi empregada luz LED branca (6500 K) com densidade de
fluxo de fotons de 100, 50 e 10 umol/(m?2.s) e luz LED azul (45 pmol/(m?.s)).

Cada ensaio foi realizado em triplicata e avaliou-se a producéo de pululana, biomassa e

melanina.

4.8 Recuperacéo da pululana e biomassa
Ao término de cada experimento, o caldo de fermentagdo foi colocado em tubo Falcon
de 50 mL previamente tarado e centrifugado a 2860xg a 20 °C por 10 minutos (centrifuga
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HITACHI CF15RN Himac). O sobrenadante foi colocado em outro tubo Falcon (50 mL)
para posteriormente ser retirada aliquota de 5 mL de amostra. Esta aliquota foi adicionada a
um Falcon (50 mL) vazio previamente tarado e agregou-se 10 mL de etanol, sendo que a
mistura foi mantida em repouso a 4 °C por 12h; apds este periodo, a mistura foi centrifugada
a 2860xg a 20 °C por 10 minutos (centrifuga HITACHI CF15RN Himac), o sobrenadante
foi descartado e a pululana recuperada dentro do tubo Falcon foi seca em estufa de
recirculacdo de ar a 50 °C até massa constante. A concentracdo de pululana foi determinada
por diferenca de massa.

A concentragdo de biomassa determinou-se por medida de massa seca. Para isso, as
células recuperadas no primeiro tubo Falcon mencionado acima foram lavadas com agua
destilada e centrifugadas novamente a 2860xg a 20 °C por 10 minutos (centrifuga HITACHI
CF15RN Himac). Depois, o tubo foi colocado em uma estufa com ar recirculante a 50 °C

até massa constante. A concentragdo de biomassa foi determinada por diferenga de massa.

4.9 Analise estatistica

Exceto com relacdo ao planejamento Box-Behnken, os resultados dos experimentos
foram expressos como média + desvio padrdo (DP) das amostras em triplicata. A analise
estatistica foi realizada por teste de Tukey com auxilio do software Statistica 13 (TIBCO
software Inc., EUA).

4.10 Calculo da razdo méssica C/N

A razdo massica C/N determinou-se em funcdo da porcentagem em massa de carbono
na molécula de glicose e da porcentagem de nitrogénio total fornecida pelo fabricante do
extrato de levedura, a qual era de 10% (informacdo obtida no roétulo do produto)
(LABSYNTH Produtos para Laboratorio Ltda, Brasil).

A massa total da glicose é 180 g/mol; assim, a massa total de carbono na molécula de
glicose é de 72 g/mol. Por regra de trés, determinou-se que 40% da massa total de uma

solucdo de glicose esta constituida por carbono.

4.11 Caracterizagdo do sobrenadante e da pululana recuperada.
4.11.1 Determinacdo da concentracéo de glicose no sobrenadante

A concentracdo de glicose no sobrenadante foi determinada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC). As amostras foram diluidas e posteriormente filtradas em

membranas de 0,22 pum (MF-Millipore ™, Merk, Alemanha). Em seguida, as amostras foram
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injetadas em um cromatdgrafo Agilent Technology 1200 series (Agilent Technologies, Inc.,
EUA), sendo utilizadas as seguintes condicdes: coluna BIO-RAD AMINEX HPX-87H (300
X 7,8 mm) mantida a temperatura de 45 °C; volume de injecdo de 20 pL; detector de indice
de refracdo RID 6A, fase movel H.SO4 0,01 N e fluxo de 0,6 mL/min.

4.11.2 Viscosidade aparente do sobrenadante

A viscosidade aparente (u.) das amostras de sobrenadante foi determinada empregando
um viscosimetro rotacional Rheocalc T1.2.19 (Brookfield Engineering Labs Inc., EUA) com
temperatura controlada (25 + 0,3 °C). Antes de comecar a medicéo, o Spindle (SC4-18) foi
submerso no sobrenadante até atingir o equilibrio térmico e as medidas foram registradas em
intervalo de 30 segundos, aumentando a taxa de cisalhamento de 20 a 150 s

Também foi determinado o comportamento reolégico das amostras de sobrenadante
usando a Lei da Poténcia de Ostwald-de Waele (Equacdo 1).

T =ky" 1

Em que

T : Tensdo de cisalhamento (Pa)
y : Taxa de cisalhamento (s?)

k : indice de consisténcia (Pa.s")

n : indice de comportamento de fluido (sem dimensao).

Se n = 1, trata-se de um fluido newtoniano; se n < 1, trata-se de um fluido com

comportamento pseudoplastico.

4.11.3 Anélise FTIR da pululana

A pululana recuperada foi caracterizada através de Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) empregando instrumento Perkin Elmer Spectrum GX
(Shelton, EUA), com resolucio de nimero de ondas variavel de 4000 a 400 cm, conforme
Wang et al., (2014). As amostras de pululana foram preparadas em pastilhas usando 1,5 mg
de pululana com 250 mg de brometo de potassio (KBr) em pd, sendo submetidas a secagem
em dessecador a 50 °C sob pressao reduzida antes de serem analisadas. A pululana obtida
nos experimentos foi comparada com pululana comercial grau farmacéutico (Dinaco, Rio de

Janeiro, Brasil).
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4.11.4 Andlise RNM'H da pululana

A composicao quimica da pululana recuperada foi avaliada por Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMNH) em um espectrometro Varian modelo Mercury 300 (LOQ-
EEL-USP). Para as caracterizacdes, utilizou-se 10 mg de amostras solubilizada em 1 mL de
DMSO-de. A pululana obtida nos experimentos foi comparada com a pululana comercial
grau farmacéutico (Dinaco, Rio de Janeiro, Brasil).

4.11.5 Quantificacdo do pigmento melanina

A quantidade de melanina presente na pululana foi determinada por Espectrofotometria,
segundo West e Reed-Hamer (1993). Para isso, foi preparada uma solugdo aquosa de 12 g/L
de pululana e a absorbancia foi lida no espectrofotobmetro (Eppendorf BioSpectrometer
Kinetic, Alemanha) a 540 nm, utilizando agua destilada como branco. A quantidade de
melanina em cada amostra foi reportada como Unidade de Absorbancia por grama de
pululana (UAs4onm/g de pululana).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Produgéo de pululana a partir de meio baseado em glicose comercial empregando
a levedura Aureobasidium pullulans LB83
5.1.1 Avaliacéo das condic6es de cultivo empregando planejamento de experimentos
do tipo Box-Behnken

Procedeu-se a um planejamento experimental do tipo Box-Behnken para avaliagdo do
efeito do pH inicial do meio e das concentrac6es de glicose e extrato de levedura na producao
de pululana empregando a levedura selvagem A. pullulans LB83. Estes experimentos foram
realizados em frascos Erlenmeyer expostos a luz branca fluorescente do laboratério
(densidade de fluxo de fétons incidentes sobre os frascos: 3 umol/(m2.s)). A Tabela 5
apresenta os valores obtidos no processo em 96h de fermentacéo.
Tabela 5 — Matriz do planejamento de experimentos Box-Behnken com triplicata no ponto central (valores
codificados entre paréntesis) com varidveis independentes (concentracdo de glicose, concentracdo de extrato

de levedura e pH inicial), razdo massica C/N e variaveis respostas de cada ensaio. Dados correspondentes a
96h de processo. Concentragao de indculo (g/L): 1,16 + 0,01.

Fatores Variaveis resposta

Concentragao Concentracéao o Concentracao Conc_entragéo

N° de glicose (g/L) de extrato de pH inicial de pululana de biomassa
Ensaio levedura (g/L) C/N (g/L) (g/L)
1 70,00 (-1) 1,00 (-1) 7,00 (0) 280 17,28 11,10
2 140,00 (+1) 1,00 (-1) 7,00 (0) 560 16,52 16,98
3 70,00 (-1) 5,00 (+1) 7,00 (0) 56 33,60 21,74
4 140,00 (+1) 5,00 (+1) 7,00 (0) 112 23,40 17,93
5 70,00 (-1) 3,00 (0) 6,00 (-1) 93 34,72 17,82
6 140,00 (+1) 3,00 (0) 6,00 (-1) 187 35,44 15,49
7 70,00 (-1) 3,00 (0) 8,00 (+1) 93 14,08 16,71
8 140,00 (+1) 3,00 (0) 8,00 (+1) 187 20,58 15,03
9 105,00 (0) 1,00 (-1) 6,00 (-1) 420 26,40 10,64
10 105,00 (0) 500 (+1) 6,00 (-1) 84 42,10 24,40
11 105,00 (0) 1,00 (-1) 8,00 (+1) 420 18,12 11,71
12 105,00 (0) 5,00 (+1) 8,00 (+1) 84 24,30 18,05
13 105,00 (0) 3,00 (0) 7,00 (0) 140 39,08 20,27
14 105,00 (0) 3,00 (0) 7,00 (0) 140 32,26 16,90
15 105,00 (0) 3,00 (0) 7,00 (0) 140 35,52 18,23

Fonte: Autoria propria.

Observa-se na Tabela 5 que os maximos valores de concentracdo de pululana (42,10
g/L) e biomassa (24,40 g/L) foram obtidas nas condic¢des do ensaio N° 10, no qual o pH
inicial era 6,00 e a razdo C/N de 84 (105 g/L de glicose e 5 g/L de extrato de levedura). Com
0 aumento na razdo C/N de 84 para 420 no mesmo pH inicial (ensaio N° 9), produziram-se
26,40 g/L de pululana e 10,64 g/L de biomassa (menor concentracdo de biomassa registrada).
Contudo, os ensaios N° 9 e N° 10 apresentaram aproximadamente a razdo massica
produto:biomassa de 1:0,5. Uma razdo massica de 1:0,7 (produto:biomassa) foi observada
nos ensaios N° 11 e N° 12, sugerindo que o aumento do pH inicial (de 6,00 para 8,00) pode
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reduzir a producéo de pululana em relagdo & biomassa, embora os ensaios tenham sido
realizados em condicdes semelhantes de glicose e extrato de levedura em comparagdo aos
ensaio N° 9 e N° 10, respectivamente.

Pode-se observar também a producéo de 14,08 g/L de pululana (menor valor registrado
no experimento) e 16,71 g/L de biomassa nas condigdes do ensaio N° 7 (relagdo
produto:biomassa de 1:1,19), tendo sido utilizada uma razdo C/N de 93 e pH inicial de 8,00.
Com a razdo massica de C/N de 56 e pH inicial de 7,00 empregados no ensaio N° 3,
produziram-se 33,60 g/L e 21,71 g/L de pululana e biomassa respectivamente, representando
uma razéao produto:biomassa de 1:0,65.

Os resultados obtidos foram submetidos & anélise estatistica e os efeitos das variaveis

estudadas na producéo de pululana e biomassa sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Efeito estimado, erro padrdo (EP) e p-valor para as respostas concentracdo de pululana e de
biomassa obtidos pela analise estatistica dos resultados do planejamento experimental Box Behnken.

Concentracéo de pululana Concentracéo de biomassa
(9/L) (9/L)
Variavel Efeito EP p Efeito EP p

Média 25,55 +1,12 0,00 ° 16,47 +0,59 0,00 @
(X;) Concentracdo de Glicose -0,94 +275 0,75 -0,49 +1,45 0,75
(X,) Concentracéo de Extrato de levedura 11,27 £2,75 001 =@ 7,92 +1,45 0,00 @
(X3) pH inicial -1540 +2,75 0,00 ? -1,71 +1,45 0,29
XX, -4,72 +3,90 0,28 -4,85 + 2,06 0,07 ©®
X1 X5 2,89 +390 0,49 0,33 +2,06 0,88
X, X5 -4,76 +390 0,28 -3,71 + 2,06 0,13
X? 7,22 +2,03 002 =@ 0,73 + 1,07 0,52
X2 5,70 +2,03 004 =@ 0,80 +1,07 0,49
X2 2,19 +2,03 0,33 1,47 +1,07 0,23

asignificativo a 95% de confianga, ? significativo a 90% de confianca.
Fonte: Autoria prépria.

Conforme mostrado na Tabela 6, observa-se que a variavel concentracdo de extrato de
levedura apresentou efeito linear positivo significativo (p<0,05) tanto para concentracao de
pululana, quanto para producdo de biomassa. Assim, 0 aumento da concentracdo do extrato
de levedura (de 1 para 5 g/L) no meio de cultura representou um incremento médio de cerca
de 11 g/L e 8 g/L na concentracdo de pululana e biomassa, respectivamente. De fato, o
extrato de levedura é uma fonte de nitrogénio e outros micronutrientes que pode promover
a formacdo de biomassa e, consequentemente, maior atividade de sintese do biopolimero
(SINGH; KAUR, 2019). Efetivamente, maiores teores de pululana tém sido obtidas em
culturas suplementadas com extrato de levedura em comparagdo ao uso de (NH4)2SO4
(GOKSUNGUR; UZUNOGULLARI; DAGBAGLI, 2011; HAMIDI et al., 2019). De fato,

0 uso de fontes de nitrogénio organico como o extrato de levedura e bagaco de soja tem
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demostrado melhorar a producdo de pululana (SEO et al., 2004; SINGH; KAUR;
KENNEDY, 2019).

Por outro lado, a variavel pH mostrou ter um efeito linear negativo significativo
(p<0,05) para producéo de pululana, com uma reducdo media de aproximadamente 15 g/L
de pululana quando o valor do pH inicial aumentou de 6,00 para 8,00 no meio de cultura.
Este tipo de comportamento foi observado na Tabela 5, na qual se pode notar que 0s ensaios
N° 7, N° 8, N° 11 e N° 12 resultaram em menor contetdo de pululana quando comparados
com os ensaios N° 5, N° 6, N° 9 e N° 10, particularmente quando se comparam condi¢fes
de processos semelhantes (concentracdo de glicose e de extrato de levedura) e variando
apenas o valor de pH.

Conforme Tabela 6, os efeitos quadraticos das variaveis concentracdo de glicose e de
extrato de levedura apresentaram influéncia significativa (p<0,05) positiva sobre a producéo
de pululana, assim como, a interacdo entre as varidveis concentracdo de glicose e
concentragéo de extrato de levedura resultou em um efeito negativo significativo (p<0,10)
para producdo de biomassa, sendo estes efeitos melhor compreendidos pelo tracado de

superficies de resposta, conforme discutido a seguir.

5.1.2 Analise de Variancia (ANOVA) e superficie de resposta para modelo empirico
de concentracdo de pululana em funcéo das variaveis estudadas
A Tabela 7 apresenta a andlise de variancia para um modelo quadratico de producao de
pululana em funcdo das variaveis concentracdo de glicose, concentracdo de extrato de
levedura e pH inicial. Trata-se de modelo reduzido, do qual foram excluidas variaveis ndo
significativas (p>0,10), exceto se necessarias para manutenc¢do de hierarquia do modelo.

Tabela 7 — ANOVA para um modelo quadrético reduzido para produgdo de pululana (g/L) em funcdo das
variaveis: concentracao de glicose, concentracdo de extrato de levedura e pH inicial.

Soma de Graus de Média

Fonte de variacdo quadrados liberdade quadréatica F p-valor
Modelo 1008,87 5 201,77 12,36 0,00082
(X1) Concentragdo de Glicose 1,75 1 1,75 0,1071 0,7510
(X;) Concentracdo Extrato de levedura 254,03 1 254,03 15,56 0,0034 2
(X3) pH - inicial 474,01 1 474,01 29,03 0,00042
X? 184,81 1 184,81 11,32 0,00832
X2 113,54 1 113,54 6,95 0,02702
Residuo 146,93 9 16,33
Falta de ajuste 123,66 7 17,67 1,52 0,4531
Erro puro 23,27 2 11,64
Erro Total 1155,80 14

asignificativo a 95% de confianca.
Fonte: Autoria propria.
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Conforme mostrado na Tabela 7, 0 modelo ajustado foi significativo (p<0,05), sem falta
de ajuste significativa (p>0,10). Seu valor de R? foi de 0,87, com RZjustado de 0,80. Assim, 0

modelo foi considerado adequado e € apresentado na Equacéo 2.

CP (g/L) = 518 + 1,20X, + 11,11X, — 7,70X; — 0,006X7 — 1,38X2 )
Em que:
CP : Concentracado de pululana (g/L)
X, : Concentracdo de glicose (g/L)
X, : Concentracdo de extrato de levedura (g/L)
X3 : pH inicial

Com a equacdo do modelo, foi possivel tracar as superficies de resposta da Figura 8, as
quais possibilitam melhor visualizagdo dos efeitos das variaveis estudadas.

Pode-se notar na Figura 8 que a producdo de pululana foi maxima em concentragdes
intermediarias de glicose e extrato de levedura (Figura 8a,b), considerando-se as faixa de
valores estudada. Este comportamento estaria relacionado com a razdo massica C/N, que,
por sua vez, influi tanto na quantidade de biomassa e de pululana quanto na qualidade e
caracteristicas destes produtos (KUMAR; MODY; JHA, 2007; SHUKLA et al., 2019;
SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017b). Neste sentido, Campbell, Mcdougall e Seviour
(2003), empregando a cepa A. pullulans ATCC 9348, reportaram 15 g/L de pululana em um
meio cuja razdo massica C/N estava entre 184 e 92, enquanto que, quando foi utilizada uma
razdo C/N de 30, houve uma reducdo de 60% na producdo de pululana. No entanto, naquele
trabalho, uma elevada razdo C/N (369) resultou uma reducdo de 60% na producdo de
pululana, isto causado pelo esgotamento da fonte de nitrogénio, produzindo assim uma baixa
concentracdo de biomassa para sintese do biopolimero.

Na Figura 8a,b pode-se observar também que, quando mantida a concentracdo de
glicose em 105 g/L (pH inicial 7,00), a quantidade de pululana estimada pelo modelo diminui
tanto com o0 aumento da concentracdo de extrato de levedura (>4,5 g/L) quanto pela reducéo
deste componente (<3,5 g/L). Por exemplo, a redugéo na concentragéo de extrato de levedura
(de 5 para 1 g/L) causou uma queda aproximado de 37% na producéo de pululana no ensaio
N° 9 (26,40 g/L) quando comparado com o ensaio N° 10 (42,10 g/L) (Tabela 5).
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Figura 8 — Superficies de resposta (a, ¢, €) e curvas de nivel (b, d, f) para concentragdo de pululana (g/L) em
funcdo de: (a,b) concentragdo de glicose e de extrato de levedura (para pH inicial de 7,00); (c,d) concentracéo
de glicose e pH inicial (concentracdo de extrato de levedura de 3,00 g/L); (e,f) concentracdo de extrato de
levedura e pH inicial (concentracéo de glicose de 105 g/L).
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O comportamento observado, no entanto, depende da faixa de valores avaliada. Hamidi
et al. (2019), por exemplo, relatam que o a produgéo de pululana decresce com o incremento
da concentracdo de extrato de levedura.

Com relacdo a variavel pH (Figura 8), valores menores que 7,00 favoreceram a producao
de pululana (Figura 8c,d,e,f). De fato, as pesquisas relatam ser a producdo de pululana
favorecida entre a faixa de pH 5,00 e 6,50, devido a que o micro-organismo estaria na forma
unicelular (HAGHIGHATPANAH et al., 2020; SRIKANTH et al., 2014; SUGUMARAN
etal., 2014; XIA; WU; PAN, 2011; YADAV; RAHI; SONI, 2014). Valores de pH menores
que 4,50, por outro lado, promovem a formacdo de biomassa, reduzindo a producgéo do
biopolimero (SHINGEL, 2004; SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017b). Também se
observou producdo de pululana nos ensaios cujo pH inicial era 8,00. Embora tenha sido
pouco reportada na literatura a producdo deste exopolissacarideo nesse valor de pH, a
presenca de formas unicelulares junto com as formas filamentosas poderia ter possibilitado
este resultado (CATLEY, 1971a; FINLAY, 1987; PRAJAPATI; JANI; KHANDA, 2013) .

5.1.3 Anadlises de Variancia (ANOVA) e superficie de resposta para modelo empirico
de concentracgdo de biomassa em funcao das variaveis estudadas

Um modelo empirico para a concentracdo de biomassa em funcdo das variaveis
concentracéo de glicose, concentracdo de extrato de levedura e pH inicial do meio de cultura
foi proposto, sendo feita a analise de variancia para o modelo composto (Tabela 8). Para a
composicdo deste modelo, do mesmo modo como foi efetuado para a varidvel resposta
concentracdo de pululana, os coeficientes de baixa significancia foram excluidos da equacéo,
exceto se necessarios para manutencdo de hierarquia.

Tabela 8 - ANOVA para um modelo reduzido com interacdo de dois fatores para producéo de biomassa (g/L)
em funcdo das varidveis: concentragdo de glicose, concentracdo de extrato de levedura e pH inicial.

Soma de Graus de Média

Fonte de variacdo guadrados liberdade quadrética F p-valor
Modelo 169,10 5 33,82 9,46 0,00222
(X1) Concentragdo de Glicose 0,4680 1 0,4680 0,1309 0,7258
(X,) Concentracéo Extrato de levedura 125,57 1 125,57 35,13 0,0002%
(X3) pH - inicial 5,85 1 5,85 1,64 0,2329
XX, 23,43 1 23,43 6,55 0,0307%
X, X5 13,78 1 13,78 3,86 0,0812°
Residuo 32,17 9 3,57
Falta de ajuste 26,39 7 3,77 1,30 0,5000
Erro puro 5,78 2 2,89
Erro Total 201,27 14

asignificativo a 95% de confianga, ® significativo a 90% de confianga.
Fonte: Autoria propria.



60

O modelo composto proposto foi significativo (p<0,05), com falta de ajuste ndo
significativa (p>010). Seus valores de R? e RZ%justado foram 0,84 e 0,75, respectivamente.
Assim, o modelo (Equacdo 3) foi considerado adequado para tracar as superficies de

respostas (Figura 9) que descrevem os efeitos das varaveis estudada.

CB (g/L) = —12,75+ 0,10X; + 12,11X, + 1,93X; — 0,03X; X, — 0,93X,X; (3)
Onde
CB : Concentracdo de biomassa (g/L)
X, : Concentracdo de glicose (g/L)
X, : Concentracdo de extrato de levedura (g/L)
X5 : pH inicial

Conforme se observa na Figura 9a,b, um meio de cultura com baixas concentracdes de
glicose (<120 g/L) e alta concentracdo de extrato de levedura (>5 g/L) resultou em um
aumento da concentracdo de células. Este resultado pode ser atribuido a razdo méassica C/N,
que, quando diminuida, direcionou o fluxo metabdlico para formacdo dos blocos
construtores da célula (CAMPBELL; MCDOUGALL; SEVIOUR, 2003). Este
comportamento foi observado quando fixado o pH inicial em 6,00, e reduzida a razdo C/N
do ensaio N° 9 (C/N de 420) para o ensaio N° 10 (C/N de 84), o que resultou em um aumento
de cerca de 130% na producéo de biomassa (de 10,64 g/L para 24,40 g/L de biomassa)
(Tabela 5). De forma similar, em pH 7,00 e reduzindo a razdo C/N (de 560 no ensaio N° 2
para 56 no ensaio N° 3), incrementou-se em 28% a producao de células no ensaio N° 3 (21,74
g/L de biomassa) quando comparado com o ensaio N° 2 (16,98 g/L de biomassa). Observou-
se também um aumento de cerca de 54% na producdo de biomassa, quando a cepa LB83
cresceu em um meio com pH inicial de 8,00 e a razdo C/N foi diminuida de 420 (ensaio N°
11) para 84 no ensaio N° 12. Contudo, houve condi¢bes nas quais a concentracdo de
biomassa manteve-se quase constante, tanto com o aumento quanto com a reducéo da razao
massica C/N (de 93 para 187 e vice-versa), isto nos ensaios N° 5 e N° 6 (pH inicial de 6,00)
e nos ensaios N° 7 e N° 8 (pH inicial de 8,00).

Como ja fora reportado, a produgéo de biomassa dependera da razdo C/N, enquanto que
a forma morfoldgica serd dependente de outros fatores como o pH, a temperatura
componentes do meio de cultivo (SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017b).
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Figura 9 — Superficies de resposta (a, ¢, €) e curvas de nivel (b, d, f) para concentragdo de biomassa (g/L) em
funcéo de: (a,b) concentracdo de glicose e de extrato de levedura (para pH inicial de 7,00); (c,d) concentracdo
de glicose e pH inicial (concentracdo de extrato de levedura de 3,00 g/L); (e,f) concentracdo de extrato de
levedura e pH inicial (concentracéo de glicose de 105 g/L).
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Assim, a varidvel pH estaria influenciando a producéo da biomassa e da pululana como
consequéncia da variagdo morfoldgica do fungo A. pullulans (CATLEY, 1971a;
PRAJAPATI; JANI; KHANDA, 2013). O comportamento, no entanto, varia muito com a
linhagem microbiana. Por exemplo, a cepa A. pullulans AP 329 produziu a méaxima
concentracdo de biomassa em pH 2,50, enquanto que a méxima producdo de pululana foi
atingida em pH 550 (XIA; WU; PAN, 2011); em outro estudo, a producdo do
exopolissacarideo, assim como da biomassa, por A. pullulans RYLF-10, foram atingidos em
pH 5,00 (YADAYV; RAHI; SONI, 2014). Diversas pesquisas apontam que, na faixa de pH
entre 5,00 a 8,00, as estruturas morfoldgicas intermediarias se apresentam como células
“inchadas”, blastosporos e pseudo-hifas que, dependendo da linhagem e das condi¢fes de
cultura, poderiam estar em proporcbes diferentes, assim como algumas mostrariam
capacidade de sintese de pululana (BERMEJO et al., 1981b; CATLEY, 1980; RONEN;
GUTERMAN; SHABTALI, 2002; XIA; WU; PAN, 2011). Na Figura 9c,d, mostra-se que a
méaxima producdo de biomassa aconteceu entre a faixa de pH 6,20 e 7,20, quando mantida a
concentracdo de glicose em 100 g/L, sugerindo que ha presenca de formas intermediarias
com capacidade de sintese de pululana (Figura 8c,d,e,f). Na Figura 10 apresentam-se as
estruturas morfoldgicas produzidas pelo A. pullulans LB83 em um meio de cultura com
razdo C/N de 190, pH inicial de 7,00 e 96h de processo.

Figura 10 — Micrografias de A. pullulans LB83 cultivado em meio baseado em glicose comercial e extrato de
levedura, com razdo méssica C/N de 190 (95 g/L de glicose e 2 g/L de extrato de levedura), em pH inicial de
7,00 e 96h de processo. Destaca-se presenca de: a) estruturas unicelulares (clamiddsporo, blastosporo e célula
“inchada”), b) pseudo-hifa e c) hifa. Microscopio dptico com fator de magnificagdo de 400x.

a) b) <)

Fonte: Autoria prépria.
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5.1.4 Otimizacgéo da producéo de pululana por A. pullulans LB83

Com a finalidade de maximizar a producdo de pululana, procedeu-se com a otimizacéo,
tendo como base 0 modelo composto (se¢édo 5.1.2). As condicdes 6timas foram determinadas
empregando-se ferramenta especifica de otimizacdo numérica do programa Desing-Expert
12 (Stat-Ease, Inc., EUA), colocando-se como critério a maximizacao da concentracdo de
pululana dentro da faixa de valores estudada para as variaveis concentracdo de glicose,
concentracdo de extrato de levedura e pH inicial.

Nas condicdes otimizadas, os experimentos de validacdo do modelo foram realizados
em triplicata. O ponto 6timo para cada varidvel independente, assim como os resultados
previstos pelo modelo e os obtidos nos experimentos de validagdo sdo apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9 — Condic6es otimizadas de producdo de pululana, resultados previstos pelos modelos empiricos para
producdo de pululana e biomassa e resultados obtidos em dois experimentos de validagdo realizados, cada um,
em triplicata por 96h de processo e com razdo C/N correspondente a 103,31.

Condicges 6timas Resultado previsto (média + Resultado obtido (média +
intervalo de confianca 95%o) desvio padrao)
Concentracdo Concentragéo Concentracdo Concentragéo Concentragdo Concentragdo
de glicose de extrato de pH de pululana de biomassa de pululana de biomassa
(g/L) levedura (g/L) inicial (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
103,83 4,02 6,0 43,41 +522 20,74+2,30 21,81 +1,05* 14,45+ 0,86%

16,63 +£0,75° 17,50 + 0,81°

2 Primeiro experimento,  segundo experimento.
Fonte: Autoria propria.

Durante o processo de validacdo do modelo, foram conduzidos dois experimentos em
separado. Em ambos os casos, os valores médios das triplicatas (Tabela 9) mostraram um
comportamento irregular quando comparados entre si e com resultados discrepantes do
previsto pelo modelo. De fato, observou-se grande variabilidade nos resultados obtidos, com
grande dificuldade em replicar resultados de experimentos empregando a linhagem A.
pullulans LB83. Devido a falta de reprodutibilidade, ndo foi possivel validar o modelo
matematico. Efetivamente, diversas pesquisas indicam variagédo de resultados com cepas de
A. pullulans, apontando como possivel motivo da variagdo de suas caracteristicas
polimérficas e natureza instavel, susceptivel de variagdes ambientais, de processo ou de
meio de cultura (LI et al., 2015).

Em funcéo da grande variabilidade experimental, foram avaliadas outras linhagens de
A. pullulans para a producéo de pululana, conforme discutido a seguir.
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5.2 Avaliagdo de diferentes cepas de A. pullulans para produgéo de pululana em meio
baseado em glicose

Em funcéo da instabilidade observada nos resultados obtidos com a cepa A. pullulans
LB83, dificultando a reprodutibilidade dos experimentos, foi realizada uma selecdo de cepas
alternativas com potencial para producdo de pululana. Para isto, trés cepas selvagem de A.
pullulans foram selecionadas com base na literatura — A. pullulans ATCC 42023, A.
pullulans ATCC 9348 (LIU et al., 2017; SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017b), e A.
pullulans 15.2. Foi avaliada a formacéo do biopolimero e a concentracéo de biomassa obtida,
assim como o pH final do meio de cultivo, a cada 24h, até o termino do processo
fermentativo (120h). As condic6es de cultivo foram as empregadas por Teran-Hilares et al.
(2017), iniciando o processo com 45 g/L de glicose, 2,5 g/L de extrato de levedura e 0,6 g/L
de (NH4)2SOs4. Os resultados obtidos com estas cepas (A. pullulans ATCC 42023, A.
pullulans ATCC 9348 e A. pullulans 15.2) foram comparados com a cepa LB83 nas mesmas
condicdes de processo fermentativo, e sdo apresentados na Figura 11

Figura 11 — Perfil cinético de formacéao de pululana, biomassa e pH final obtidos no cultivo com as cepas a)
A. pullulans LB83, b) A. pullulans 15.2, ¢) A. pullulans ATCC 42023 e d) A. pullulans ATCC 9348.
Concentragéo de inoculo: 1 g/L.
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Conforme mostrado na Figura 11, a maior concentra¢do de pululana (~16 g/L) foi
obtida em 48h com a cepa LB83 (Figura. 11a), mantendo-se este valor aproximadamente
constante até o final do processo. As cepas de A. pullulans 15.2 e A. pullulans ATCC 42023
também atingiram maxima producdo em 48h, sendo que o valor, de cerca de 8 — 9 g/L,
permaneceu aproximadamente constante até o final do processo. A cepa ATCC 9348, por
sua vez, resultou na méxima producdo (6,6 g/L) em 96h.

Com relacdo a producdo de biomassa, a cepa A. pullulans 15.2 resultou na maior
concentracdo (12,45 = 0,35 g/L) ao téermino das 120h de fermentacdo. Foi observado um
declinio nos valores de pH final para todas as cepas testadas, de modo particular nas
primeiras 24 — 48h de cultivo. A maior queda foi observada para A. pullulans 15.2, para o
qual o valor de pH atingido foi de 2,72 + 0,05 em 96h de processo. A gueda no valor de pH
ja foi reportada na literatura e esta associada com dois fendmenos principalmente. O
primeiro trata-se da producdo de metabdlitos de natureza &cida como o acido polimalico
(XIA et al., 2017) e/ou a liamocina (um tipo de lipideo poliol) (PRICE et al., 2013; SAUR
et al., 2019); o segundo fenbmeno esta relacionado ao consumo de compostos nitrogenados,
promovendo a liberacdo de prétons que, quando acumulados no meio de cultura, terminam
por o acidificar (BULMER; CATLEY; KELLY, 1987).

O comportamento da producéo de pululana realmente varia bastante com o emprego de
diferentes cepas de A. pullulans nas mais diversas condi¢es. De fato, a quantidade e
qualidade da pululana estara determinada pela linhagem assim como a suas caracteristicas
morfoldgicas, tolerancia as condicbes de fermentacdo e configuracao de processo (CHEN et
al., 2019b; SUGUMARAN et al., 2013; TERAN-HILARES et al., 2017; WU et al., 2016).
Com relacdo as condi¢des e ao meio de cultivo, por exemplo, o uso do melaco de cana
resultou em 47,84 g/L de pululana com A. pullulans ATCC 42023 (ABDEL HAFEZ et al.,
2007), enquanto que, em outro estudo com a mesma cepa, obteve-se 25,5 g/L de pululana
com meio baseado em glicose comercial (SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017b). Em um
estudo recente, Teran-Hilares et al. (2017) observaram o efeito positivo da utilizagdo de luz
LED azul na inibigcdo da produgédo concomitante de melanina quando utilizando a cepa de A.
pullulans LB83 e meio baseado em hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agucar.

A cepa LB83 embora tenha apresentado uma melhor performance com relagdo as outras
linhagens, ndo foi utilizada nesta pesquisa por causa da instabilidade mostrada (se¢do 5.1.4).
Desta forma, considerou-se continuar os experimentos com a cepa A. pullulans ATCC
42023, por apresentar maior producao de biopolimero com relacéo a producéo de biomassa,

em 96h de processo.
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5.3 Producéo de pululanaa partir de meio baseado em glicose comercial empregando
a levedura Aureobasidium pullulans ATCC 42023
5.3.1 Avaliacéo das condicdes de cultura empregando planejamento de experimentos
do tipo Box-Behnken

Os ensaios de fermentacdo submersa com a levedura selvagem A. pullulans ATCC
42023 foram realizados de acordo com as se¢Oes 4.1 e 4.2, procedendo-se a avaliagdo dos
efeitos do pH inicial do meio de cultura e das concentracdes de glicose e extrato de levedura
sobre a producdo de pululana. A otimizacdo da producdo de pululana foi realizada
empregando-se planejamento experimental tipo Box-Behnken, em conjunto com a
metodologia de superficie de resposta. Os resultados obtidos no planejamento experimental

séo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Matriz do planejamento de experimentos Box-Behnken com triplicata no ponto central (valores
codificados entre paréntesis) com variaveis independentes (concentracdo de glicose, concentragdo de extrato
de levedura e pH inicial), razdo méassica C/N e variaveis resposta de cada ensaio. Dados correspondentes a 96h
de processo. Concentracédo de indculo (g/L): 1,32 + 0,74.

Fatores Variaveis resposta

Concentragao Concentracéao o Concentracao Conc_entragéo

N° de glicose (g/L) de extrato de pH inicial de pululana de biomassa
Ensaio levedura (g/L) C/N (g/L) (g/L)
1 70,00 (-1) 1,00 (-1) 7,00 (0) 280 15,14 12,28
2 140,00 (+1) 1,00 (-1) 7,00 (0) 560 15,70 10,70
3 70,00 (-1) 500 (+1) 7,00 (0) 56 12,20 18,33
4 140,00 (+1) 5,00 (+1) 7,00 (0) 112 14,78 21,48
5 70,00 (-1) 3,00 (0) 6,00 (-1) 93 20,64 14,92
6 140,00 (+1) 3,00 (0) 6,00 (-1) 187 37,70 17,97
7 70,00 (-1) 3,00 (0) 8,00 (+1) 93 12,68 20,70
8 140,00 (+1) 3,00 (0) 8,00 (+1) 187 12,02 17,89
9 105,00 (0) 1,00 (-1) 6,00 (-1) 420 33,76 7,49
10 105,00 (0) 5,00 (+1) 6,00 (-1) 84 24,14 22,96
11 105,00 (0) 1,00 (-1) 8,00 (+1) 420 13,12 11,01
12 105,00 (0) 5,00 (+1) 8,00 (+1) 84 9,50 21,61
13 105,00 (0) 3,00 (0) 7,00 (0) 140 27,54 20,86
14 105,00 (0) 3,00 (0) 7,00 (0) 140 27,48 20,06
15 105,00 (0) 3,00 (0) 7,00 (0) 140 24,22 19,90

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os resultados obtidos, a méxima producédo de pululana (37,70 g/L) foi
atingida nas condic¢des do ensaio N° 6, com uma razdo C/N de 187 e pH inicial de 6,00,
resultando em razdo massica produto:biomassa de 1:0,48. Por outro lado, quando o valor de
pH inicial foi elevado de 6,00 para 8,00 e mantida a razdo C/N em 187 (condicéo semelhante
a do ensaio N° 6), no ensaio N° 8 registrou-se um decréscimo de cerca 68% na producéo de

pululana, embora a producdo de biomassa tenha sido similar (Tabela 10).
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Quando o pH inicial foi mantido em 8,00 e a razdo C/N reduzida para 84 (ensaio N° 12),
foi obtida uma concentracdo de 9,5 g/L de pululana (menor valor obtido na série de
experimentos) e 21,61 g/L de biomassa. A maxima producéo de biomassa (22,96 g/L), por
sua vez, foi registrada no ensaio N° 10, com pH inicial de 6,00 e uma relacdo C/N de 84; na
mesma condicao de pH (6,00) e elevando-se para 420 a razdo C/N, observou-se uma redugao
em torno de 67,38% na formacéo de biomassa no ensaio N° 9 (7,49 g/L), quando comparada
com a maxima producéo.

Visando a identificar os efeitos das variaveis estudadas sobre a producédo de pululana e
biomassa, os resultados apresentados na Tabela 10 foram submetidas a analise estatistica de
significancia de efeitos (Tabela 11).

Tabela 11 — Efeito estimado, erro padrdo (EP) e p-valor para as respostas concentracdo de pululana e de
biomassa obtidos pela analise estatistica dos resultados do planejamento experimental Box Behnken.

Concentracéo de pululana Concentracéo de biomassa
(9/L) (9/L)
Variavel Efeito EP p Efeito EP p

Média 1845 +0,82 000 @ 16,44 +0,46 0,00 @
(X1) Concentracdo de Glicose 4,89 +201 0,06 ° 0,45 +1,14 0,71
(X,) Concentracdo de Extrato de levedura  -4,28 +201 0,09 ° 10,72 +1,14 0,00 @
(X3) pH inicial 17,23 +201 0,00 ° 1,97 +114 014
X1 X, 1,01 +28 0,74 2,36 +161 0,20
X1 X5 -8,86 +28 003 @ -2,93 +161 0,13
X, X5 3,00 +285 0,34 -2,44 +1,61 0,19
X? 5,66 +148 001 @ 1,24 +0,84 0,20
X2 6,29 +148 0,01 * 3,34 +0,84 0,01 @
X2 -0,01 +1,48 0,99 1,17 +0,84 0,22

2 significativo a 95% de confianga, P significativo a 90% de confianca.
Fonte: Autoria prépria.

A variavel pH inicial apresentou efeito linear negativo significativo (p<0,05) para
producdo de pululana (Tabela 11). Assim, a linhagem ATCC 42023 mostrou um decréscimo
médio na producdo de pululana de 17,23 g/L quando o nivel de pH inicial foi elevado de
6,00 para 8,00, embora este incremento no pH tenha favorecido a producdo de biomassa em
aproximadamente 1,97 g/L.

De fato, os resultados experimentais apontam uma reducdo na producgédo de pululana
atribuida ao incremento do pH inicial, sendo que a reducdo da capacidade de sintese de
pululana ocorreu de forma proporcional ao aumento da concentracdo de biomassa (~38%)
entre os ensaios N° 5 e N° 7 (Tabela 10).

Conforme apesentado na Tabela 11, quando houve um incremento na concentragéo de
extrato de levedura de 1,00 g/L para 5,00 g/L, a producdo de biomassa apresentou um

aumento significativo (p<0,05), com valor médio de 10,72 g/L. Porém, o incremento da
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concentragdo da fonte de nitrogénio de 1,00 g/L para 5,00 g/L afetou significativamente
(p<0,10) a producdo de pululana, com reducdo média de 4,28 g/L.

A analise estatistica da producéo de pululana (Tabela 11) revelou ainda que a variavel
concentracdo de glicose apresentou efeito linear positivo significativo (p<0,10) para a
concentracdo obtida deste biopolimero, resultando em um aumento médio de 4,28 g/L de
pululana com o aumento de 70 para 140 g/L de concentragéo inicial de glicose no meio. Do
mesmo modo, verificou-se a existéncia de uma relacdo inversa entre as variaveis
concentracdo de glicose e concentracdo de extrato de levedura na producédo de pululana,
embora a interacdo destas varaveis ndo tenha sido significativa (p>0,10) para a concentracdo
do biopolimero. No entanto, quando o pH inicial foi mantido em 7,00 e a concentracéo de
glicose foi elevada de 70 para 140 g/L do ensaio N° 1 para o ensaio N° 2 (Tabela 10), o
resultado foi um incremento de cerca de 3,76% no contedo de pululana (de 15,14 g/L para
15,70 g/L). Nas mesmas condigdes experimentais (pH 7,00 e concentracao de glicose de 140
g/L) e alteracdo apenas do conteido de extrato de levedura (de 1 para 5 g/L), a quantidade
de pululana produzida decresceu em cerca de 5,86% (de 15,70 para 14,78 g/L) no ensaio N°
4,

Conjuntamente, a interagé@o entre a concentracdo de glicose e o pH inicial (Tabela 11)
do meio apresentaram influéncia significativa (p<0,05) negativa para producédo de pululana.
Por sua vez, os efeitos quadraticos das variaveis concentracao de glicose e concentracao de
extrato de levedura apresentaram influéncia significativa (p<0,05) positiva sobre a producéo
de pululana, observando-se também um efeito quadratico positivo significativo (p<0,05) da
concentracdo de extrato de levedura na producdo de biomassa. Estes efeitos sdo melhor
compreendidos quando tracadas as superficies de resposta, conforme discussao a seguir.

5.3.2 Anadlise de Variancia (ANOVA) e superficie de resposta para modelo empirico
de concentracdo de pululana em funcéo das variaveis estudadas

A analise de variancia apresentada na Tabela 12, para um modelo quadratico de

producdo de pululana em funcdo das variaveis concentracdo de glicose, concentracdo de

extrato de levedura e pH inicial, refere-se a um modelo reduzido, o qual incluiu apenas 0s

termos lineares, quadraticos e de interagdo cujo p-valor foi significativos (p<0,05).
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Tabela 12 — ANOVA para um modelo quadréatico reduzido para producdo de pululana (g/L) em funcéo das

variaveis concentracgao de glicose, concentracédo de extrato de levedura e pH inicial.

Soma de Média

Fonte de variacdo guadrados guadratica F p-valor
Modelo 1005,26 6 167,54 26,51 <0,0001°
(X1) Concentragdo de Glicose 47,73 1 47,73 7,55 0,02512
(X,) Concentracéo Extrato de levedura 36,55 1 36,55 5,78 0,0428?
(X3) pH - inicial 593,75 1 593,75 93,96 <0,00012
X1 X5 78,50 1 78,50 12,42 0,0078?
X? 119,20 1 119,20 18,86 0,00252
X2 147,19 1 147,19 23,29 0,0013?
Residuo 50,55 8 6,32
Falta de ajuste 43,33 6 7,22 2,00 0,3701
Erro puro 7,22 2 3,61
Erro Total 1055,81 14

asignificativo a 95% de confianca.
Fonte: Autoria propria.

De acordo com a ANOVA, o modelo obtido (Equacéo 4) foi significativo (p<0,05)

(Tabela 12), apresentando alto valor de R? (0,95) e R%justado (0,92), confirmando o ajuste do

modelo proposto para os dados experimentais de forma adequada, sem falta de ajuste

significativa (p>0,10).

CP (g/L) = —75,58 + 1,93X, + 8,37X, + 4,68X; — 0,13X, X5 — 0,005X% — 1,57X%

CP : Concentracdo de pululana (g/L)

X, : Concentracao de glicose (g/L)

X, : Concentracao de extrato de levedura (g/L)
X, : pH inicial

(4)

Com a finalidade de uma melhor visualizacdo dos efeitos ocasionados pelas variaveis

estudadas sobre a producdo de pululana, foram tracadas as superficies de resposta utilizando

a Equacdo 4 (Figura 12).
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Figura 12 — Superficies de resposta (a, c, €) e curvas de nivel (b, d, f) para concentracdo de pululana (g/L) em
funcdo de: (a,b) concentracdo de glicose e de extrato de levedura (para pH inicial de 7,00); (c,f) concentracéo
de glicose e pH inicial (concentracdo de extrato de levedura de 3,00 g/L); (e,f) concentracdo de extrato de
levedura e pH inicial (concentracdo de glicose 105 g/L).
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Conforme mostrado, houve similaridade de comportamento da linhagem ATCC 42023
(Figura 12) a cepa LB83 (Figura 8), sendo que a méaxima producao de pululana foi alcangada
em concentracdes intermedidrias de glicose e extrato de levedura (Figura 12a,b),
considerando-se a faixa de valores estudada. Como discutido anteriormente (se¢do 5.1.2) as
caracteristicas fisico-quimicas e de producdo da pululana indicam uma intensa relagdo com
a razdo C/N, mostrando efetivamente que a producdo de pululana e biomassa por parte da
linhagem ATCC 42023 ¢ susceptivel ao contetdo de carbono e nitrogénio (SUGUMARAN,;
PONNUSAMI, 2017b).

Por sua vez, as Figuras 12c,d,e,f demostraram que valores menores de pH inicial
contribuem para a sintese de pululana para A. pullulans ATCC 42023, de forma similar a
cepa LB83, que mostrou melhor performance em pH inicial 6,00. De forma semelhante, Lin,
Zhang e Thibault (2007) reportam 22,6 g/L de pululana para A. pullulans ATCC 42023 ap6s
determinarem as condic¢es 6timas de cultivo, as quais corresponderam a pH de 5,50 e
concentracéo de sacarose de 50 g/L. No entanto, Gniewosz e Duszkiewicz-Reinhard (2008)
ressaltam a importancia do controle do pH no processo fermentativo como fator

determinante da estrutura morfologica na producdo de pululana e biomassa.

5.3.3 Andlise de Variancia (ANOVA) e superficie de resposta para modelo empirico
de concentracgdo de biomassa em funcao das variaveis estudadas
Um modelo de segundo grau em funcdo da concentracdo de extrato de levedura foi
considerado como adequado para descrever a producdo de biomassa, o que foi verificado
apos eliminacdo dos termos ndo significativos (p>0,10). Os resultados da ANOVA séo
apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — ANOVA para um modelo quadratico reduzido para producgdo de biomassa (g/L) em funcéo das
variaveis: concentracao de glicose, concentracdo de extrato de levedura e pH inicial.

Soma de Graus de Média

Fonte de variagéo guadrados liberdade quadratica F p-valor
Modelo 267,32 2 133,66 31,36 <0,0001*
(X,) Concentracéo Extrato de levedura 229,89 1 229,89 53,94 <0,0001®
X2 37,43 1 37,43 8,78 0,0118?
Residuo 51,14 12 4,26
Falta de ajuste 50,61 10 5,06 19,06 0,0509
Erro puro 0,5312 2 0,2656
Erro Total 318,47 14

asignificativo a 95% de confianca.
Fonte: Autoria propria.
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Segundo a Tabela 13, 0 modelo ajustado foi significativo (p<0,05), sem falta de ajuste
significativa a 95% de confianca (p>0,05), com valores de R? e R%justado de 0,84 e 0,81,

respetivamente. Assim, 0 modelo foi considerado adequado e € representado pela Equacao
5.

CB (g/L) = 3,73 + 7,43X, — 0,79X? (5)
Em que:
CB : Concentracdo de biomassa (g/L)
X, : Concentracao de extrato de levedura (g/L)

Com a equacdo do modelo, foi possivel tracar uma curva de producdo de biomassa
(Figura 13), a qual possibilita melhor visualizacdo do efeito da variavel extrato de levedura.
Desse modo, observa-se que a producdo de biomassa foi fortemente influenciada pelo
contetdo de nitrogénio no meio de cultura, sendo que uma concentracdo de extrato de

levedura inferior a 4 g/L resultou em uma reduc¢do na concentracédo celular.

Figura 13 — Producdo de biomassa prevista pelo modelo de segundo grau (linha preta) e dados experimentais
de concentracdo de biomassa (quadrado preto) apresentados na Tabela 10.
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De fato, o estudo realizado por Lin, Zhang e Thibault (2007) demostraram a
susceptibilidade da producdo de biomassa para a linhagem ATCC 42023 a quantidade de
fonte de nitrogénio no meio. Sharma, Prasad e Choudhury (2013) atribuiram a variacdo da
concentracdo celular ao tipo de fonte de nitrogénio, sendo que fontes organicas como licor
de milho favoreceram significativamente a producdo de biomassa e bioproduto em
comparacao ao nitrogénio de fonte inorganica como (NH4)2SOa.

5.3.4 Otimizacdo da producao de pululana por A. pullulans ATCC 42023

Visando a maximizar a produgéo de pululana pela A. pullulans ATCC 42023, procedeu-
se com a otimizacdo baseando-se no modelo empirico mostrado na se¢do 5.3.2. Empregou-
se o0 software Desing-Expert 12 (Stat-Ease, Inc., EUA), utilizando sua ferramenta de
otimizacdo numeérica dentro das faixas de valores estudadas, tendo como objetivo maximizar
a producao de pululana em funcdo das variaveis concentracdo de glicose, concentracao de
extrato de levedura e pH inicial. Em seguida, foram realizados experimentos em triplicata
para a validacdo do modelo. As condicGes 6timas para a variavel resposta, assim como 0s
resultados previstos e 0s obtidos nos experimentos de validacéo, sdo apresentados na Tabela
14,

Tabela 14 — CondicGes otimizadas para producdo de pululana, resultados previstos pelos modelos empiricos
para producgdo de pululana e biomassa e resultados obtidos em dois experimentos de validag&o realizados, cada
um em triplicata com 96h de processo e com razdo C/N correspondente a 189,82.

Condicges 6timas Resultado previsto (média + Resultado obtido (média +
intervalo de confianca 95%b) desvio padréo)
Concentracéo
Concentracdo de extrato de Concentragdo Concentracdo  Concentragdo Concentracéo
de glicose levedura pH de pululana  de biomassa de pululana  de biomassa
(g/L) (g/L) inicial (g/L) (a/L) (g/L) (g/L)
126,23 2,66 6,00 37,30+3,72 17,94+2,380 29,92 +0,28% 14,06 + 0,432

31,17 +1,43° 11,49+0,36°

2 Primeiro experimento,  segundo experimento.
Fonte: Autoria prépria.

Dois experimentos distintos foram realizados durante o processo de validacdo das
condicBes Otimas. Em ambos casos, os valores médios das triplicatas (Tabela 14) mostraram
resultados proximos ao previsto pelo modelo; porém, os resultados ndo possibilitaram a
validacdo do modelo, embora, tenham apresentado maior estabilidade na producdo de
pululana quando comparados com os obtidos com a cepa LB83. Possivelmente, fatores como
idade do indculo e lote da fonte de nitrogénio seriam responsaveis pela variacdo nos
resultados das pesquisas (GAUR et al., 2010b; HAMIDI et al., 2019; JIANG, 2010;
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SUGUMARAN et al., 2014). Entretanto, a razdo produto:biomassa média obtida foi de
1:0,42 em 96h de processo, 0 que representou uma melhora de 44% na producéo de pululana
em relacéo a biomassa produzida com ATCC 42023 obtida por Lin, Zhang e Thibault (2007),
a qual resultou em uma razdo produto:biomassa de 1:0,79 (produto:biomassa) em 96h de
processo.

A partir da variacdo do teor de glicose no inicio e ao final do processo fermentativo,
foram determinados os parametros de transformacéo de biomassa e produto, assim como a
produtividade (Tabela 15).

Tabela 15 — Fatores de rendimento de substrato em biomassa e em produto e produtividade, obtidos nas
condigdes 6timas do modelo empirico segundo experimento de validagdo, com 96h de processo.
Concentracdo de  Concentracédo de
pululana (g/L) biomassa (g/L) Yp/s (9/9) Yx/s (9/9) Qp g/(L.h)
31,17 +1,43 11,49 £ 0,36 0,55 * 0,05 0,18 + 0,01 0,32 £ 0,01

Yp/s: Fator de conversdo de substrato em produto, Yx/s: Fator de conversacdo de substrato em células, Qp:
Produtividade volumétrica em produto.
Fonte: Autoria propria.

Ao término do processo fermentativo(96h) no segundo experimento, foi determinada a
concentracgéo de glicose (69,03 + 3,09 g/L) no sobrenadante, o que significaria um consumo
aproximado de 45% de glicose por parte da linhagem ATCC 42023. De acordo com a Tabela
15, o micro-organismo produziu 0,55 g de pululana e 0,18 g de biomassa por cada grama de
substrato consumido, sendo que para cada hora de processo foi sintetizado 0,32 g/L de
biopolimero. No entanto, estudos anteriores reportaram maior producdo de pululana com
tempos superiores a 96h de processo (HAMIDI et al., 2019; JIANG, 2010; SUGUMARAN;
PONNUSAMI, 2015).

A Figura 14a apresenta o perfil cinético de producdo de pululana e biomassa nas
condicbes otimizadas até 144h de processo. Buscando investigar a tendéncia de maior
producdo de pululana em valores mais baixos de pH, conforme observado na avaliacdo do
planejamento estatistico, foram realizados experimentos com 96h de processo em diferentes
valores de pH inicial (Figura 14b).

O aumento no tempo de fermentacdo para 144h resultou em um aumento médio de 50%
na concentracdo de pululana quando comparado com o valor obtido em 96h de processo
(Figura 14a). Por sua vez, a producdo de biomassa alcangou um aumento aproximado de
20% (16,97 £ 0,57 g/L observados em 144h de fermentacdo) em relacéo aos obtidos em 96h
de processo (14,06 = 0,43 g/L). Ao termino das 144h de fermentacdo, a relagédo

produto:biomassa foi de 1:0,38. De fato, 0 aumento no tempo de fermentacdo favoreceu o
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processo de sintese do biopolimero. De forma similar, Lin, Zhang e Thibault (2007)
observaram a méaxima producéo de pululana (16 g/L) com a cepa ATCC 42023 em 144h de
processo. Contudo, tempos prolongados de fermentacdo poderiam ocasionar diminuicao no
contetdo de pululana, causada pela hidrélise do biopolimero como resposta ao esgotamento
da fonte de carbono (CAMPBELL; MCDOUGALL; SEVIOUR, 2003; ROUKAS;
BILIADERIS, 1995).

Figura 14 — Experimentos realizados nas condi¢des otimizadas de concentracdo de glicose (126,23 g/L) e
concentracdo de extrato de levedura (2,66 g/L): a) Perfil cinético de formacédo de pululana e biomassa (pH
inicial de 6,00), b) Producéo de pululana e biomassa em 96h de processo em 3 diferentes niveis de pH inicial.
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Fonte: Autoria propria.

Observa-se também que a maxima producdo de pululana junto a menor concentracao de
biomassa foram atingidas quando o meio de cultura foi ajustado a um pH inicial de 5,00
(Figura 14b). Nestas condicOes, foram produzidos 42,22 + 1,22 g/L e 9,33 + 0,46 g/L de
pululana e biomassa, respectivamente. Os valores representam um incremento de 38% do
contetdo de pululana e a reducao 33% na producdo de biomassa quando comparado com 0s
resultados obtidos nas condic¢des 6timas do modelo com pH inicial de 6,00. Nota-se que, em
96h de fermentacéo, a producéo de pululana com pH inicial de 5,00 (42,22 + 1,22 g/L) teve
um valor semelhante ao produzido em 144h e pH inicial de 6,00 (44,68 = 0,65 g/L),
representando uma redugéo no tempo de fermentacéo de 33,33%.

Por conseguinte, mantendo-se as condi¢cdes otimas de concentracdo de glicose e
concentracdo de extrato de levedura e ajustando o pH inicial para 5,00, ocorreu um

favorecimento da producdo de pululana para a cepa de A. pullulans ATCC 42023. Em outro
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experimento, foi avaliada a producéo de pululana e biomassa em 144h e 168h de processo,
variando-se o pH inicial do meio de cultura (Figura 15).

Figura 15 — Experimento realizado em triplicata (média + desvio padréo) em frasco Erlenmeyer sob luz branca
fluorescente (3 pmol/(m?.s)), empregando as condigdes otimizadas de concentracdo de glicose (126,23 g/L) e
concentracdo de extrato de levedura (2,66 g/L), variando pH inicial do meio de cultura (4,00; 5,00; 6,00) e
tempo de fermentagdo (144 e 168h). Concentragdo de indculo: 1,35 + 0,02.
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Fonte: Autoria propria.

Como discutido anteriormente, o incremento no tempo de processo favoreceu a sintese
de pululana nos experimentos (Figura 15), tanto com pH 4,00 quanto usando pH inicial 5,00
ou 6,00, quando comparado com os valores obtido nas condi¢des 6timos do modelo em 96h.
Assim, os ensaios com 168h de processo e pH 5,00 e 6,00 apresentaram concentragdes
similares de pululana (51,64 + 3,86 e 52,94 + 2,01 g/L), as quais foram maiores comparadas
ao obtido com pH 4,00 (40,20 + 4,28 g/L) no mesmo periodo de tempo. Realmente, estudos
revelaram inibi¢do de enzimas chave da producdo de pululana quando o micro-organismo
crescia em pH <4,00 (PAN et al., 2013).

Com relacdo a producdo de biomassa, esta aumentou com o decorrer do tempo, sendo
registradas as maximas concentracdes de biomassa empregando pH inicial 5,00 e 6,00 em
168h de fermentacéo (19,28 + 0,19 e 20,21 £ 0,18 g/L, respectivamente), com menor obtido
em pH 4,00 (15,42 + 0,27 g/L). De forma analoga ao ocorrido com a producéo de pululana
em pH 4,00 e 168h, a produgéo de células foi limitada pelo pH inicial do meio de cultura.

De forma geral, pH <4,00 afetam aos mecanismos metabdlicos, reduzindo as atividades
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enzimaticas importantes no desenvolvimento celular (BULMER; CATLEY; KELLY, 1987;
PAN et al., 2013; XIA; WU; PAN, 2011).

Conforme mostrado na Tabela 16, nos ensaios cujo pH inicial foi 4,00, observou-se um
aumento de cerca de 29% na concentracdo de glicose residual no ensaio em 168h em
comparagao ao registado em 144h de processo, possivelmente resultado da hidrdlise de -
glucana (DAKE; JADHAV; PATIL, 2004; KONO et al., 2017; SHINGEL, 2004), uma vez

que a concentracdo de pululana manteve-se quase inalterada.

Tabela 16 — Fatores de conversdo de substrato em biomassa e em produto e produtividade, obtidos nas
condigdes étimas de concentracdo de glicose (126,23 g/L) e de extrato de levedura (2,66 g/L), variando-se o
pH inicial do meio de cultura e o tempo de processo.

Glicose
Concentracdo Concentracdo residual no

Condicbes de  de pululana de biomassa meio de
cultura (g/L) (g/L) cultura (g/L) Yp/s(g/g) Yx/s(g/g) Qp ag/(L.h)
pH 4,00 e 144h 40,20 + 4,28 1322+050 2945+430 041+003 0,12+0,00 0,28+0,03
pH 4,00 e 168h 38,43 £ 1,99 15,42+0,27 38,07+1,29 0,44+002 0,16+0,00 0,23+0,01
pH 5,00 e 144h 43,75 + 2,07 1471+0,39 2467+140 043+002 0,13+0,00 0,30+0,01
pH5,00e 168h 51,64 + 3,86 19,28+0,19 2435+144 051+0,04 0,18+0,00 0,31+0,02
pH 6,00 e 144h 47,19 £ 2,00 16,36 +0,58 19,84+158 0,44+0,02 0,14+0,00 0,33+0,01
pH 6,00 e 168h 52,94 + 2,01 20,21+0,18 21,08+1,28 0,50+0,02 0,18+0,00 0,32+0,01

Yp/s: Fator de conversdo de substrato em produto, Yx/s: Fator de conversacdo de substrato em células, Qp:
Produtividade volumétrica do produto.
Fonte: Autoria prépria.

Por outro lado, o fator de conversao de substrato em produto (Yp/s) para os ensaios com
pH inicial 4,00 foram similares em ambos os tempos (144h e 168h), indicando que a
linhagem ATCC 42023 manteve o direcionamento do metabolismo de producéo de pululana
a partir de glicose entre 144h e 168h de processo. No caso dos ensaios com pH inicial de
5,00 e 6,00, houve um aumento no Yp/s de cerca de 15% no tempo 168h com relacdo ao
144h em cada ensaio. Estes resultados indicam empregar 168h como tempo de processo
fermentativo. Observou-se também que fator de conversédo de substrato em biomassa (Yx/p)
aumentou entre 144h e 168h de processo fermentativo em cada ensaio.

A produtividade volumétrica em produto (Qp), por sua vez, foi quase constante para 0s
ensaios cujo pH inicial foi de 5,00 e 6,00, tanto em 144h quanto em 168h; no entanto, houve
uma reducéo de cerca de 17% em 168h com relagdo ao 144h quando o meio foi ajustado
para pH inicial de 4,00.

Baseado nos resultados, e com o intuito de minimizar a possibilidade de contaminagéo

por outro micro-organismos, selecionou-se para continuidade dos experimentos o pH inicial
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de 5,00 e o tempo de processo de 168h. Procedeu-se entdo a experimentos de avaliagdo dos
efeitos do tipo de luz e densidade de fluxo de fotons sobre a producéo de pululana, biomassa

e melanina, conforme discutido na proxima secéao.

54 Avaliacdo da producdo de pululana, biomassa e melanina em processo
fermentativo sob incidéncia de diferentes comprimentos de onda de luz e
diferentes valores de densidade de fluxo de fotons

Geralmente, as cepas selvagens de A. pullulans produzem pululana concomitantemente
com o pigmento melanina, o qual é removido posteriormente por processos de downstream,
como carvdo ativado ou filtracdo por membranas (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK,
2011c; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Com o intuito de mitigar custos de downstream,
diversas alternativas tém sido exploradas para inibi¢ao da producao de melanina no processo,
como a modificagio genética ou o controle das condicdes de cultivo (TERAN-HILARES et

al., 2017, 2019; WANG et al., 2015; YU et al., 2012).

Assim, realizaram-se experimentos com a cepa selvagem de A. pullulans ATCC 42023,

nas condicdes otimizadas conforme secdo 5.3.4, com um tempo de processo de 168h e

variando-se as condicdes de iluminacdo. Foram conduzidas fermentacdes sob: luz LED azul

(comprimento de onda de ~450) com trés niveis de densidade de fluxo de fotons (45, 221 e

442 pmol/(m?.s)), auséncia de iluminagéo - escuro (0 pmol/(m2.s)) e luz branca fluorescente

do laboratdrio (3 umol/(m?.s)). Avaliou-se, nestes experimentos, a producéo de pululana,

biomassa (Figura 16) e melanina (Figura 17).

Figura 16 — Produgdo de pululana e biomassa nas condi¢des otimizadas (126,23 g/L de glicose, 2,66 g/L de
extrato de levedura e pH inicial 5,00) em 168h de processo, com cinco diferentes condi¢es de iluminag&o:
Luz LED azul (com densidade de fluxo de fotons de 442, 221 e 45 umol/(m?.s)), escuro (0 pmol/(m?.s)) e luz
branca fluorescente (3 pmol/(m?.s)). Experimentos realizados em frascos Erlenmeyer em triplicata (média +
desvio padrdo). Concentracéo de indculo (g/L): 1,32 + 0,05.
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Fonte: Autoria propria.
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Ao término das 168h do processo fermentativo, produziram-se 42,04 £ 2,49 e 41,18 +
3,56 g/L de pululana (Figura 16) nas condi¢fes de maior densidade de fluxo de fétons com
luz LED azul (442 umol/(m?.s)) e no escuro (0 umol/(m?.s)), respectivamente, sendo estes
os menores valores produzidos pela linhagem ATCC 42023 nas condigdes do experimento.
As méximas concentracdes de pululana, 53,57 + 2,69, 56,91 + 1,46 e 56,00 + 0,67 g/L, por
sua vez, foram atingidas na condi¢Ges de média e baixa densidade fluxo de fétons com luz
LED azul (221 e 45 umol/(m?.s), respectivamente, e luz branca fluorescente (3 pmol/(m?.s));
em média, foram produzidos 0,33 g de produto/g de actcar consumido (Yp/s) e obteve-se
cerca de 0,33 g/(L.h) de produtividade volumétrica (Qp) em 168h de processo nas condigdes
de méxima producdo de biopolimero (Tabela 17). Os menores valores Yp/s e Qp foram
observadas nos ensaios com maior densidade de fluxo de fotons de luz LED azul e no escuro.

Em todos os casos, as concentracBes de pululana obtidas foram maiores que as
observadas por Teran-Hilares et al. (2017). Estes autores obtiveram de cerca de 20 g/L de
pululana empregando a cepa selvagem de A. pullulans LB83 cultivada em hidrolisado de
bagaco de cana-de-aglicar em 96h assistido por luz LED azul (440 pmol/(m?2.s)) e luz branca
fluorescente. Os autores também reportaram, neste caso, 0,48 Yp/s e 0,28 Qp em 96h de
processo. No entanto, empregaram uma linhagem distinta, com condig¢bes de processo,
densidade de fluxo de fotons e fonte de carbono diferentes da utilizadas no presente trabalho.

Tabela 17 — Pardmetros de transformacao de substrato em biomassa e em produto e produtividade, obtidos em
168h de processo nos experimentos com diferentes condi¢6es de iluminag&o.

Condicéo de
iluminacéo e

densidade Glicose

fluxo de Concentracdo Concentragdo  residual no
fotons de pululana de biomassa meio de

(umol/(m2.s)) (g/L) (g/L) cultura (g/L)  Yp/s(a/g)  Yx/s(g/g) Qpa/(L.h)
'ﬂs LEDazul 1y 044249  1264+233 28454887 043+006 012£003 0,25+ 0,01
'2-% LEDazul 357,069  1065+044 7744328 045001 015%000 032+ 0,02
';gz LEDazul o914 146 21074106 2824129 046001 016+001 0,34 +001
Escuro
0 41,18 + 3,56 21,21+0,21 1551+6,07 037+001 0,18+0,01 0,25+0,02
Luz branca
fluorescente 56,00 + 0,67 20,81 + 0,69 257+1,16 045+0,00 0,16+0,00 0,33+00

3

Yp/s: Fator de conversdo de substrato em produto, Yx/s: Fator de conversdo de substrato em células, Qp:
Produtividade volumétrica do produto.
Fonte: Autoria propria.
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Observou-se também uma producdo média de cerca de 21 g/L de biomassa nos ensaios
com luz LED azul de média e baixa densidade de fluxo de fétons, no escuro e sob luz branca
(Figura 16). No entanto, apenas 12,64 + 2,33 g/L de biomassa foram produzidos nas
condicdes de maior densidade de fluxo de fétons com luz LED azul, valores similares aos
obtidos por Teran-Hilares et al. (2017) com a cepa LB83 nas mesmas condic¢Bes (440
umol/(m2.s) de luz LED azul), enquanto que, com luz branca fluorescente, estes autores
obtiveram 15,49 + 1,72 g/L de biomassa.

Figura 17 — Producdo do pigmento melanina (a) expressa em Unidades de Absorbancia por massa de
biopolimero (UAssonm/g de pululana) medidas em uma solugdo aquosa de pululana (12 g/L) obtida em 168h de
processo com incidéncia de cinco diferentes condicfes de iluminacdo: Luz LED azul com densidade de fluxo
de fotons de 442, 221 e 45 pmol/(m?.s), no escuro (0 pmol/(m?.s)) e sob luz branca fluorescente (3 pmol/(m?2.s)).
Experimentos realizados em frascos Erlenmeyer em triplicata (resultados expressos como média + desvio
padrdo). Concentragdo de inéculo: 1,32 + 0,05. Sdo apresentadas também fotografias (b) de cada solucédo de
pululana obtida.

a) ¥ ] L.uz LED Azul 442 ymol/(m?*.s)
| Luz LED Azul 221 pmol/(m?.s)
uz LED Azul 45 umol/(m*.s)
sscuro 0 pmol/(m?.s)
g 4 - [ ]Luz branca fluorescente 3 pmol/(m?.s)
=
2
:
o 3 -
]
g=]
Y
g 24
=
q—
vy
< | R ke
= -
0

b)

Luz LED azul Luz LED azul Luz LED azul Escuro Luz branca
442 221 45 0 fluorescente
pmol/(m>.s) pmol/(m?.s) umol/(m’.s) umol/(m?.s) 3 umol/(m?.s)
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Com relacdo a producdo do pigmento melanina (Figura 17a), o qual foi produzido junto
a pululana, observou-se que a auséncia de luz resultou na maior quantidade de pigmento,
atingindo 4,48 + 0,03 UAs40nm/g de pululana (méximo valor registrado, solu¢do aquosa de
pululana de cor obscura — Figura 17b), seguida por 2,36 *+ 0,04 UAsonm/g de pululana (cor
marrom escuto — Figura 17b) obtida usando a maior densidade de fluxo fétons com luz LED
azul. Menores valores de absorbéancia foram obtidos empregando baixa densidade de fluxo
de fétons com luz LED azul (cor marrom claro — Figura 17b) e luz branca fluorescente (cor
marrom claro — Figura 17b), sendo registrados 1,27 + 0,01 e 1,56 = 0,01 UAssonm/g de
pululana, respectivamente. Para servir de comparacgdo, podem-se observar os resultados de
Teran-Hilares et al. (2017), os quais, empregando a maxima densidade de fluxo de fotons
com luz LED azul (440 pmol/(m?.s)), reportaram 4,46 + 0,26 UAssonm/g de pululana, em
uma solucdo aquosa de cor transparente, observando também uma cor escura nas solucfes
preparadas com pululana obtida nas condigdes de luz branca (45,70 £ 1,54 UAssonm/g de
pululana) e no escuro (22,33 + 1,21 UAs4onm/g de pululana) com a cepa LB83.

As amostras de pululana produzida nas condi¢des de luz LED azul (221 umol/(m?.s)) e
luz branca fluorescente (3 pmol/(m?.s)) foram analisadas por FTIR e comparadas & pululana
comercial, com o intuito de identificar grupos funcionais e alteracdes na estrutura do
biopolimero.

A andlise dos espectros de FTIR (Figura 18) tornou evidente a banda de deformacéo
axial caracteristica dos grupos -OH, localizada em torno de 3400 cm™, junto com as bandas
que aparecem em 2922 e 1600 cm™, atribuidas ao carbono saturado (orbitais hibridos sp®)
do grupo C-H (alquila) (CHEN et al., 2015; SABER-SAMANDARI et al., 2014).

Com uma banda tnica em 1636 cm™, atribuida a vibrag&o de alongamento do grupo O-
C-O (SABER-SAMANDARI et al., 2014), juntamente com as caracteristicas do espectro da
pululana na regido entre 1500 e 650 cm™ (GNIEWOSZ; DUSZKIEWICZ-REINHARD,
2008), foi observada grande similaridade entre o espectro da pululana comercial e das
amostras de pululana produzidas sob incidéncia de luz LED azul (221 pumol/(m2.s)) e luz
branca fluorescente (3 pmol/(m?.s)), incluindo a banda referente ao grupo C-O-H (1350
cm™) e o alongamento do grupo C-O-C (1150 cm™), conforme mencionado anteriormente
(SABER-SAMANDARI et al., 2014). Outras bandas de absorgdo tipicas da configuragio o
das unidades de a-D-glicopiranose na pululana foram observadas em 850 cm™, com destaque
para as duas principais ligagdes da pululana (ligagdes a(1—4) e a(1—6) -D-glicosidica)
observadas em 738 e 918 cm? (GNIEWOSZ; DUSZKIEWICZ-REINHARD, 2008;
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TERAN-HILARES et al., 2017). N&o foram observadas nenhuma das bandas caracteristicas

da melanina de forma proeminente nas amostras.

Figura 18 — Representacdo da estrutura da pululana (A) e Espectro de FTIR (B) da pululana produzida sob a
incidéncia de: a) luz branca fluorescente (linha verde), b) luz LED azul (linha azul), e ¢) pululana comercial
(linha vermelha). As amostras de pululana foram produzidas nas condi¢des otimizadas (126,23 g/L de glicose,

2,66 g/L de extrato de levedura e pH inicial 5,00) em 168h de processo.
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Fonte: Figura A: Adaptado de Tabasum et al. (2018), Figura B:Autoria propria.

Conforme os resultados mostrados nas Figuras 16 e 17, a luz LED azul (particularmente

quando a densidade de fluxo de fotons era de 221 e de 45 umol/(m?.s)) e a luz branca

fluorescente (3 pmol/(m?.s)) promoveram a producdo de pululana ao mesmo tempo em que
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reduziram a atividade de sintese do pigmento melanina. Neste sentido, procedeu-se com a
comparagao da atividade de sintese de pululana, biomassa (Figura 19) e melanina (Figura
20) nas condicBes de luz LED azul (221 pmol/(m?.s)) e luz branca fluorescente (3
pmol/(m?.s)), em 168h de processo fermentativo com coleta de amostras a cada 24h a partir
de 96h.

Figura 19 — Producdo de pululana e biomassa nas condi¢des otimizadas (126,23 g/L de glicose, 2,66 g/L de
extrato de levedura e pH inicial 5,00) com coleta de amostras cada 24h (a partir de 96h até o término do
processo, em 168h), em duas condi¢bes de iluminagdo: Luz LED azul (221 pmol/(m?s)) e luz branca
fluorescente (3 umol/(m?.s)). Experimento realizado em frascos Erlenmeyer em triplicata (resultados
apresentados como média + desvio padréo).
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Fonte: Autoria propria.

Observou-se similaridade na producdo de pululana em 96h (cerca de 42 g/L) e 168h (64
— 68 g/L) tanto com a luz LED azul quanto com a luz branca fluorescente (Figura 19). No
entanto, entre 120h e 144h, a luz branca fluorescente resultou em maior concentracdo do
biopolimero em comparagdo com o uso de luz LED azul (Figura 19). Pode-se observar
também que a producdo obtida em 168h representou um aumento de cerca de 20% quando
comparado aos valores reportados na Tabela 17 e Figura 16 no mesmo periodo de tempo e
de condicdes de iluminagdo. Contudo, a producdo de biomassa obtida foi similar entre os
experimentos dentro da faixa de tempo estudada, e os valores obtidos em 168h foram
semelhantes aos registrados na Tabela 17 e Figura 16 no mesmo periodo e nas mesmas
condigdes de processo. Este fato indicaria maior estabilidade na producéo de biomassa nas

condicdes de estudo.



84

Houve também um aumento de cerca de 60% na produgdo de melanina ao término das
168h de processo (Figura 20), quando comparado com os valores registrados na Figura 17
(1,72£0,01 e 1,56 £0,01 UAs40nm/g de pululana para luz LED azul e luz branca fluorescente,
respectivamente) no mesmo periodo tempo para cada condicdo de iluminacdo. Assim, foi
observado 2,76 + 0,01 e 2,51 + 0,03 UAssonm/g de pululana, para as amostras produzidas

com incidéncia de luz LED azul e luz branca fluorescente, respectivamente.

Figura 20 — Formacdo do pigmento melanina (a) expresso em Unidades de Absorbancia por massa de
biopolimero (UAssnm/g de pululana) medida em uma solucédo de pululana (12 g/L). Biopolimero produzido
nas condicBes otimizadas (126,23 g/L de glicose, 2,66 g/L de extrato de levedura e pH inicial 5,00) com
amostras coletadas cada 24h (a partir de 96h até o término do processo, em 168h), em duas condi¢des de
iluminagio: Luz LED azul (221 pmol/(m?.s)) e luz branca florescente (3 pmol/(m?.s)). Experimento realizado
em frascos Erlenmeyer em triplicata (média + desvio padrdo). Tambhém sdo apresentadas fotografias (b) de
cada amostra de pululana obtida em cada 24h (a partir de 96h até o termino do processo, em 168h).
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Na Figura 21 observa-se uma comparagdo entre os espectros de RMNH da pululana
comercial (Figura 21a) com as produzidas sob luz branca fluorescente com densidade de
fluxo de fotons de 3 pmol/(m?.s) (Figura 21b) e luz LED azul com densidade de fluxo de
fotons de 221 pmol/(m?.s) (Figura 21c), em 120h de processo. Destaca-se que as amostras
de pululana produzidas com incidéncia de luz branca fluorescente e luz LED azul
apresentaram picos nas regides de 5,70 — 4,40 ppm (representada por “x”’) semelhantes ao
observado na pululana comercial, assim, o préton anomeérico da ligacao a(1—6) detectou-se
no pico 4,97 ppm tanta para as amostras de pululana produzida pelo fungo A. pullulans
ATCC 42023 quanto da pululana comercial, as ligacdes a(1—4) foram detectadas no pico
5,55 e 5,41 ppm para pululana comercial, 5,54 e 5,40 ppm para a pululana produzida sob luz
branca fluorescente e 5,58 e 5,38 ppm para a pululana produzida sob luz LED azul. Valores
similares foram reportados por Chen et al. (2019a) e Haghighatpanah et al. (2020).

No entanto, os espetros da Figura 21b e 21c apresentaram um tripleto entre 1,01 e 1,06
ppm que nédo foi observado no espetro da pululana comercial (Figura 21a), sendo de maior
intensidade na amostra de pululana produzida com incidéncia de luz branca fluorescente,
sendo que a integral desta em relacdo as bandas caracteristicas de pululana foi maior que na
pululana produzida com incidéncia de luz LED azul. O tripleto identificado estaria
relacionado aos prétons do grupo metil correspondente ao residuo de etanol proveniente da
precipitacdo da pululana, sendo que sinais do tripleto correspondente ao grupo metil de
amostras de etanol foram detectadas entre a regido 1,20 e 1,00 ppm por Zuriarrain et al.
(2015) e Li et al. (2019), respectivamente.

N&o foram detectados sinais das estruturas quimicas da melanina, assim como do
precursor 1,8-dihidroxinaftaleno nos espectros de RMN*H da pululana produzida pelo fungo
A. pullulans ATCC 42023 (Figura 21b e 21c), uma vez que sinais de dihidroxinaftaleno séo
detectado entre as regides 6,00 e 9,50 ppm (LYCKA; VRBA; VRBA, 2000; RESINS; ALL,
2011; SETHUKUMAR et al., 2012).

Embora ndo tenham sido detectado sinais de dihidroxinaftaleno nos espectros de
RMN?H, a cor da pululana produzida pelo A. pullulans ATCC 42023 poderia tratar-se de
algum outro bioproduto, como a liamocina, um lipideo poliol formado concomitantemente
com a pululana e a melanina (GARAY et al., 2018; MANITCHOTPISIT et al., 2011; SAUR
et al., 2019). No entanto, o espectro de RMN*H da liamocina mostra picos entre as regides
3,65 e 4,20 ppm quando utilizado DMSO-d6 (PRICE et al., 2017). Embora tenham sido
detectados picos proximos as regides correspondentes a liamocina, 0 excesso de agua nas

amostras dificultou a identificaco.
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Figura 21 — Espectros de RMN?*H da pululana comercial (a) e das produzidas nas condigGes otimizadas (126,23
g/L de glicose, 2,66 g/L de extrato de levedura e pH inicial 5,00) em 120h de processo, em duas condicGes de
iluminagdo: b) luz branca florescente (3 umol/(m2.s)) e ¢) luz LED azul (221 pmol/(m?2.s)).
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Efetivamente, a producdo de pululana manteve-se elevada nas condi¢Ges de luz LED
branca (particularmente, nas condi¢des de média e baixa densidade de fétons) e luz LED
azul (45 umol/(m?.s)) (Figura 22), produzindo-se em média cerca de 57 g/L de pululana.
Este valor foi semelhante aos obtido nas condigdes de 3 pmol/(m?.s) de luz branca
fluorescente (56,00 + 0,67 g/L) e 45 pmol/(m2.s) de luz LED azul (56,91 + 1,46 g/L)
observados na Tabela 17 e Figura 16. No entanto, a maior densidade de fluxo de fotons na
luz LED branca resultou em uma reducéo de cerca de 35% com rela¢do ao maximo valor
obtido na mesma condic¢des de comprimento de onda de luz, resultando em 37,49 + 2,32 g/L
de pululana. Os resultados evidenciam que o emprego de elevadas densidades de fluxo de
fétons tanto na Luz LED branca (Figura 22) quanto na luz LED azul (Figura 16, Tabela 17)
afetam a producéo de pululana.

A baixa producdo do biopolimero poderia estar relacionada ao fato de ter produzido
40% menos biomassa na condicdo de méxima densidade de fluxo de fétons na luz LED
branca que nas condi¢cdes de média e baixa densidade de fluxo de fétons na luz LED branca
e luz LED azul (45 pmol/(m?.s)) (Figura 22). Assim, quando a cepa de A. pullulans ATCC
42023 cresceu em um meio com incidéncia da luz LED branca na maxima densidade de
fluxo de fotons (100 pmol/(m?.s)), 0 micro-organismo produziu 6,91 + 0,43 g/L de biomassa,
sendo maior a producdo de biomassa (na média de 11,64 g/L) nas condi¢bes de média e
baixa densidade de luz LED branca e azul.

Figura 22 — Produgdo de pululana e biomassa nas condi¢es otimizadas (126,23 g/L de glicose, 2,66 g/L de
extrato de levedura e pH inicial 5,00) de processo, em 168 h, com quatro diferentes condic¢6es de iluminacédo:
Luz LED branca (100, 50 e 10 pmol/(m?.s)) e luz LED azul (45 pmol/(m2.s)). Experimento realizado em frascos
Erlenmeyer em triplicata (resultados apresentados como média + desvio padrdo).
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Por sua vez, a luz LED branca (particularmente de 50 pmol/(m?2.s)) mostrou ser
promissora na reducdo da atividade de sintese de melanina (1,8 £ 0,06 UAssonm/g de
pululana, Figura 23) quando relacionada com a producdo de pululana observada na Figura
22.

Figura 23 — Producéo do pigmento melanina expresso em Unidades de Absorbancia por massa de biopolimero
(UAs40nm/g de pululana) medida em uma solucdo de pululana (12 g/L). O biopolimero foi produzido nas
condicGes otimizadas (126,23 g/L de glicose, 2,66 g/L de extrato de levedura e pH inicial 5,00) de processo,
em 168h, com incidéncia de quatro diferentes condi¢6es de iluminacdo: Luz LED branca (100, 50 e 10
umol/(m?.s)) e luz LED azul (45 umol/(m?.s)). Experimento realizado em frascos Erlenmeyer em triplicata
(resultados expressos como média + desvio padrao).
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o n

=
n
1

~

o
<

Produ¢do de melanina

Fonte: Autoria propria.

Mediu-se também a viscosidade dos sobrenadantes obtidos do caldo fermentado ap6s
separacdo da biomassa. A viscosidade aparente (ua) de cada sobrenadante avaliado
(conforme as condicdes de cultura apresentadas na Tabela 18) mostrou um comportamento
decrescente com o0 aumento da taxa de cisalhamento (1/s) para cada amostra, indicando que
0 sobrenadante recuperado ao final de cada processo fermentativo seguiu um comportamento
de fluido pseudoplastico.

Quando determinados os valores do indice de consisténcia (Pa.s") e do indice de
comportamento do fluido (s') da Lei da Poténcia de Ostwald-de Waele (Equagdo 1),
confirmou-se que o sobrenadante recuperado apresenta um comportamento pseudoplastico.

Como observado na Tabela 18, o indice de comportamento de fluido decresce e o indice de
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consisténcia incrementa-se entre os ensaios N° 1-2, 3-4,5-6,12-15,16-19. Segundo a
literatura, 0 aumento dos valores do indice de consisténcia esta associado a um aumento na
viscosidade do fluido e a diminui¢do no valor do indice de comportamento do fluido esta
associado a um desvio no comportamento do fluido newtoniano (HAMIDI et al., 2019;
TERAN-HILARES et al., 2019).

Tabela 18 — Parametro reoldgico do sobrenadante obtido apds separacdo das células em cada experimento
realizado com a cepa A. pullulans ATCC 42023 (126,23 g/L de glicose, 2,66 g/L de extrato de levedura e pH
inicial 5,00) em diferentes condi¢des de processo.

N° do Viscosidade
ensaio aparente, Parametro reoldgico
Condicdes de cultura Ma (Pas)® kP (Pas™) n°(s!) R?
1 pH inicial 4, 144h 0,039 0,16 0,64 10,9979
2 pH inicial 4, 168h 0,038 0,24 0,53 0,9943
3 pH inicial 5, 144h 0,034 0,18 0,58 0,9976
4 pH inicial 5, 168h 0,032 0,21 0,52 0,9962
5 pH inicial 6, 144h 0,031 0,16 0,58 0,9972
6 pH inicial 6, 168h 0,030 0,18 0,54 0,9965
7 Luz LED azul 442 pmol/(m?2.s), pH inicial 5 e 168h 0,039 0,23 0,54 10,9951
8 Luz LED azul 221 umol/(m?.s ), pH inicial 5 e 168h 0,034 0,18 0,58 0,9967
9 Luz LED Azul 45 umol/(m?.s ), pH inicial 5 e 168h 0,037 0,21 0,55 0,9965
10 Escuro 0 pmol/(m?.s), pH inicial 5 e 168h 0,042 0,32 0,48 0,9955
11 Luz branca fluorescente 3 umol/(m?.s), pH inicial 5 0,041 0,28 0,51 0,9966
e 168h
12 Luz LED azul 221 pmol/(m?2.s), pH inicial 5 e 96h 0,047 0,25 0,58 0,9965
13 Luz LED azul 221 umol/(m?.s), pH inicial 5 e 120h 0,049 0,30 0,54 0,9953
14 Luz LED azul 221 pmol/(m?2.s), pH inicial 5 e 144h 0,046 0,29 0,53 0,9949
15 Luz LED azul 221 pmol/(m?2.s), pH inicial 5 e 168h 0,050 0,46 0,43 0,9903
) L
16 Ie_léért])ranca fluorescente 3 umol/(m?.s), pH inicial 5 0,049 0,23 0,61 0,9966
) o
17 Ie_lizzglzanca fluorescente 3 pmol/(m*.s), pH inicial 5 0,036 0,18 0,59 10,9949
) o
18 Ie_lﬁdtf)lzanca fluorescente 3 pmol/(m*.s), pH inicial 5 0,033 0,15 0,61 0,9964
) o
19 Luz branca fluorescente 3 pmol/(m?.s), pH inicial 5 0,038 0,23 0,54 10,9942
e 168h
) o
20 Il_géhLED branca 100 pmol/(m®.s), pH inicial 5 e 0,024 011 0,61 0,9974
21 Luz LED branca 50 umol/(m?.s), pH inicial 5 e 168h 0,048 0,38 0,47 0,9952
22 Luz LED branca 10 pmol/(m?2.s), pH inicial 5 e 168h 0,070 1,31 0,25 0,9965
23 Luz LED azul 45 pmol/(m?.s), pH inicial 5 e 168h 0,075 1,59 0,22 0,9948

@ Os valores desta coluna correspondem a medidas realizadas usando Spindler SC4-18 em uma taxa de
cisalhamento constante (50 s);

bk, indice de consisténcia (Pa.s");

¢n, indice de comportamento do fluido (s).

Fonte: Autoria propria.
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Os valores obtidos nos ensaios N° 22 e 23 da Tabela 18, ressaltam-se por apresentar
maior viscosidade com relacdo aos outros ensaios, a0 mesmo tempo em que o indice de
consisténcia para ambos 0s casos foram maiores que 1,30 Pa.s", com comportamento como

fluido pseudoplastico mais acentuado (n<0,30).

5.5 Analise comparativo global da producéo de pululana, biomassa e melanina por
A. pullulans ATCC 42023 na presenca e auséncia de luz

As amostras de pululana produzidas por A. pullulans ATCC 42023 sob diferentes
condigOes de iluminagdo (Figura 24), mostraram variabilidade tanto na quantidade quanto
na cor final do biopolimero. Por exemplo, a pululana produzida sob incidéncia de luz LED
azul (Figura 24a,b,c) mostrou uma cor verde olivacea, que foi reduzindo-se na intensidade
de cor conforme diminuia a densidade de fluxo de fétons, sendo esta reducédo refletida no
decréscimo dos valores de absorbancia para melanina, a0 mesmo tempo houve aumento na
producdo do biopolimero e da biomassa.

Sob luz LED branca (Figura 24f,g,h), a pululana apresentou uma cor amarelo claro
(Figura 24f) e branca opaca (Figura 24g,h), sendo que a diminuicdo na densidade de fluxo
de fétons na luz LED branca resultou em um aumento gradual nos valores de absorbancia
das amostras. A producdo de biomassa, neste caso, foi menor do que a observada sob luz
LED azul. A producéo de pululana, por sua vez, foi similar quando se comparou entre si 0
emprego de cada densidade de fluxo de fotons correspondente a cada tipo de luz (azul e
branca).

A auséncia da cor verde olivacea na pululana produzida sob luz LED branca, indicaria
possivel inibicdo da sintese de melanina na cepa ATCC 42023; porém, os valores de
absorbancia destas amostras resultaram ser maiores que 0s registrados para as amostras
produzidas sob luz LED azul, sendo possivel que a luz LED branca tenha promovido a
producdo concomitante de outro tipo de bioproduto, como por exemplo, a liamocina. De
fato, foi reportado que A. pullulans pode produzir liamocina de forma concomitante com a
pululana e a melanina (GARAY et al., 2018; MANITCHOTPISIT et al., 2011; SAUR et al.,
2019; TANG et al., 2018) sob condigdes similares as empregados nesta pesquisa.

No entanto, a recuperacéo de liamocina segue procedimentos diferentes dos empregados
para pululana, sendo o caldo de fermentacdo centrifugado a 14000xg a 4 °C por 20 min
(TANG et al., 2018), formando assim uma camada de 6leo abaixo das células precipitadas.
Apbs retirada do sobrenadante, a biomassa com liamocina segue um processo de lavagem
com agua destilada e extracdo por metil-etil-cetona (MANITCHOTPISIT et al., 2011).
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Geralmente, a cor inicial da liamocina é branca, variando para amarelo e verde olivaceo por
causa da melanina (MANITCHOTPISIT et al., 2014; SAUR et al., 2019), embora estudos
realizados por Leathers et al. (2016) empregando A. pullulans NRRL 50380 observaram cor

amarela em liamocina libre de melanina.

Figura 24 — Fotografias da pululana produzidos nas condi¢des otimizadas (126,23 g/L de glicose, 2,66 g/L de
extrato de levedura e pH inicial 5,00) de processo, em 168h, com incidéncia de luz LED azul (442, 221 e 45
umol/(m?.s)) (a,b,c), escuro (0 umol/(m?.s)) (d), luz branca fluorescente (3 umol/(m?.s)) () e luz LED branca
(100, 50 e 10 umol/(m2.s)) (f, g, h). Experimento realizado em frascos Erlenmeyer em triplicata (resultados
expressos como média + desvio padrao).

a)

- Luz LED Azul 442 pumol/(m’.s)
-42,04 +2.49 g/L pululana

- 12,64 2,33 g/L biomassa

- 2,36 0,04 UA,,,,/g de pululana

b)

- Luz LED Azul 221 pmol/(m’.s)

- 53,57 2,69 g/L pululana

- 19,65 = 0,44 g/L biomassa

- 1,72+0,01 UA,,,./g de pululana

¢)

- Luz LED Azul 45 pumol (m’.s)
- 56,91 + 1,46 g/L pululana

- 21,07 = 1,06 g/L biomassa

f)

- Luz LED Branca 100 pmol/(m’.s)
-37,19 +2.32 g/L pululana

- 6,91 +0,43 g/L biomassa

- 0,38 +0,02 UA,,,,/g de pululana

g)

- Luz LED Branca 50 pmol/(m’.s)
-57,94 = 0,31 g/L pululana

- 11,44 £ 0,23 g/L biomassa

- 1,80 0,06 UA,,,./g de pululana

\\\\\\

h)

- Luz LED Branca 10 pmol/(m’.s)
- 56,49 = 2,03 g/L pululana

- 11,74 £ 0,61 g/L biomassa

- 1,27 +0,01 UA,,,./g de pululana - 2,78+0,01 UA,,,,./g de pululana

\\\\\\

d)

- Escuro 0 umol/(m’.s)

-41,18 3,56 g/L pululana

-21,21 £0,21 g/L biomassa

- 4,48 0,03 UA,,,/g de pululana

e)

- Luz branca fluorescente 3 pmol.f‘(m:.s)
- 56,00 = 0,67 g/L pululana

-20,81 £ 0,69 g/L biomassa

- 1,56 0,01 UA,,,./g de pululana

Fonte: Autoria propria.

Baseado na informacéo acima, e considerando o fato de que cada caldo de fermentagéo
neste trabalho foi centrifugado a 2860xg a 20 °C por 10 minutos, poderia ser possivel indicar
que as amostras de pululana produzidas por A. pullulans ATCC 42023 estejam contendo
vestigios de liamocina, sendo necessario realizar ensaios que comprovem a presenca deste

bioproduto.
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CONCLUSOES

Devido a instabilidade da cepa A. pullulans LB83, ndo foi possivel validar o modelo
matematico obtido na analise do planejamento experimental do tipo Box-Behnken.
Assim, procedeu-se a avaliacdo de 3 cepas selvagens de A. pullulans (A. pullulans
ATCC 42023, A. pullulans ATCC 9348 e A. pullulans 15.2). Nestes experimentos
selecionou-se a cepa A. pullulans ATCC 42023, por apresentar maior producdo de
pululana com relagdo a producéo de biomassa em 96h de processo;

O planejamento experimental do tipo Box-Behnken aplicado na avaliagdo dos efeitos
das variaveis concentracao de glicose, concentracdo de extrato de levedura e pH inicial
sobre a producdo de pululana e biomassa geraram modelos matematicos adequados que
descrevem o comportamento do A. pullulans ATCC 42023 nas condicdes de estudo;

A cepa A. pullulans ATCC 42023 apresentou maior estabilidade na producdo de
pululana e biomassa nas condi¢fes otimizadas (126,23 g/L de glicose, 2,66 g/L de
extrato de levedura e pH inicial 5,00) de processo;

O reajuste do pH inicial para 5,00 e o tempo de processo para 168h contribuiram no
aumento da producéo de pululana por A. pullulans ATCC 42023;

A utilizacdo de luz LED branca (particularmente com densidade de fluxo de fotons de
50 e 10 umol/(m?2.s)) no cultivo de A. pullulans ATCC 42023 promoveu a producio de
pululana de cor clara nas condig¢des otimizadas de processo (com reajuste do pH inicial
5,00 e tempo de processo de 168h), reduzindo a producdo do pigmento melanina. Os
niveis de absorbancia a 540 nm, no entanto, foram maiores em comparacdo a pululana
produzida com incidéncia de luz LED azul, indicando a possivel existéncia de outro
composto ainda nédo identificado na pululana produzida sob incidéncia de luz LED
branca;

As amostras de biopolimero produzidas sob incidéncia de luz LED azul e luz branca
fluorescente foram analisadas por FTIR e RMNH e apresentaram perfis semelhantes
aos observados com uso de pululana comercial, confirmando este biopolimero como
pululana;

As amostras de sobrenadante obtidas ap0s remocdo da biomassa, apresentaram

comportamento de fluido pseudoplastico.
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7 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS
Esta pesquisa permitiu vislumbrar novas linhas de estudo visando a compreensdo do

comportamento metabdlico do A. pullulans em diversas condi¢des de processo, tais como:

— Estudo complementar do efeito das condigdes de cultivo sobre incidéncia de outros
comprimentos de onda de luz diferentes da branca e azul, variando as densidades de
fluxo de fotons;

— ldentificacdo de compostos diferentes do pigmento melanina produzidos de forma
concomitante & pululana sob incidéncia de diferentes comprimentos de onda de luz e
variando a densidade de fluxo de f6tons;

— Realizar o estudo das propriedades reoldgicas das solu¢des aquosas de pululana obtidas
sob incidéncia de diferentes comprimentos de onda de luz, variando a densidade de
fluxo de fotons;

— Realizar estudos comparativos variando a fonte de carbono e nitrogénio, visando a
reducdo dos custos de producao;

— Realizar a caracterizagdo por DSC, TGA, GPC, SEM e XDR das amostras de pululana
obtidas sob incidéncia de diferentes comprimentos de onda de luz, variando a densidade
de fluxo de f6tons e variando a fonte de carbono e nitrogénio;

— Avaliar as modificacdes morfolégicas da cepa A. pullulans ATCC 42023 promovidas
pela variagéo da fonte de carbono e nitrogénio, comprimento de onda de luz e densidade
de fluxo de fotons;

— Estudo da producéo de pululana empregando meios baseados em hidrolisado de bagaco

de cana-de-acUcar.
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