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RESUMO 

 

NASCIMENTO, P. R. Avaliação das condições de cultivo de Aureobasidium pullulans e 

do efeito da luz visível sobre a produção de pululana em meio baseado em glicose. 2020. 

103 p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Escola de Engenharia de Lorena, Universidade 

de São Paulo, Lorena, 2020. 

 

Os polímeros de origem microbiana têm recebido atenção da comunidade científica e da 

sociedade devido a sua versatilidade e diversidade de aplicações industriais, correspondendo 

a alternativa sustentável e ecologicamente amigável. Entre os biopolímeros, a pululana, um 

exopolissacarídeo produzido pelo fungo Aureobasidium pullulans, destaca-se por suas 

características, sendo um material não tóxico, não mutagênico, não cancerígeno, 

biocompatível, correspondendo ainda a um ingrediente não calórico quando usado na dieta 

humana. No bioprocesso de obtenção de pululana, no entanto, há a produção concomitante 

do pigmento melanina, o que corresponde a uma desvantagem, pois a remoção deste 

pigmento agrega custo ao biopolímero. A pululana corresponde também a uma alternativa 

interessante para incorporação a uma biorrefinaria de materiais lignocelulósicos, sendo 

importante, para o caso de um futuro aproveitamento da fração celulósica destes materiais, 

o estabelecimento de condições de cultivo em meio baseado em glicose. Neste contexto, no 

presente trabalho, avaliou-se, com auxílio de planejamento estatístico, o efeito de variáveis 

importantes para produção de pululana em meio baseado em glicose comercial, sendo 

avaliada também o efeito da incidência de luz visível sobre a produção de pululana e 

melanina. As fermentações foram conduzidas a 28 °C e 200 rpm em frascos Erlenmeyer 

contendo meio baseado em glicose, empregando extrato de levedura como fonte de 

nitrogênio. Após a análise dos resultados obtidos com a cepa A. pullulans LB83, observou-

se instabilidade na produção de pululana e biomassa e, assim, procedeu-se com a avalição 

de outras cepas selvagens desta espécie microbiana, resultando na seleção da linhagem A. 

pullulans ATCC 42023. Do planejamento experimental obteve-se um modelo matemático 

adequado para produção de pululana e, após otimização das condições 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 às condições que 

maximizavam a produção do biopolímero (51,64 ± 3,86 g/L de pululana). Com as condições 

otimizadas, realizaram-se ensaios variando condições de iluminação, empregando-se luz 

LED de diferentes comprimentos de onda, iluminação do laboratório com lâmpadas 

fluorescente e sob ausência de luz. A máxima produção de pululana (57,94 ± 0,31 g/L) de 

cor branca opaca e com menor teor de melanina (1,80 ± 0,06 UA540nm/g de pululana), foi 

observada sob luz LED branca com densidade de fluxo de fótons de 50 μmol/(m2.s). As 

evidências indicam potencial de aplicação da luz LED branca para produção de pululana por 

A. pullulans, possibilitando a redução dos custos com remoção do pigmento melanina 

empregando-se cepa microbiana selvagens. 

 

Palavras-chave: Pululana. Exopolissacarídeo. Densidade de fluxo de fótons. 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 São 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 UA540nm/g of pullulan), was observed under white LED light with 

photon flux density of 50 μmol/(m2.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 INTRODUÇÃO 

Desde a invenção dos plásticos, o seu consumo foi aumentando conforme foram 

ampliando-se os campos de aplicação, os quais são função das propriedades específicas de 

cada polímero e do custo de produção. O processo de obtenção de polímeros derivados do 

petróleo permitiu a produção, com baixo custo, de materiais sintéticos como elastômeros 

(borrachas sintética), termoplásticos e termofixos, os quais são amplamente utilizados na 

indústria de embalagem, de automóveis, farmacêutica, militar, entre outras (MULDER, 

1998; RYBERG et al., 2019; TANAKA et al., 2019; UN ENVIRONMENT, 2018). 

No entanto, o reuso e a reciclagem de polímeros sintéticos e tecnologias para sua 

destinação adequada têm avançado a um ritmo menor comparado com a crescente produção 

destes materiais (HUYSMAN et al., 2017; KABIR et al., 2020). Consequentemente, o 

acúmulo dos resíduos poliméricos dispostos no ambiente tornou-se fonte de poluição devido 

a sua pouca biodegradabilidade (BARNES, 2019; PROVENCHER et al., 2020). Estima-se 

que, em 2015, 9,2 milhões de toneladas de plásticos foram descartadas no ambiente, sendo 

que 67% destes eram constituídos por macroplásticos (PVC, PP, LDPE, LLDPE, HGPE) e 

33% por microplásticos (Elastômeros, PP, fibra de PET, fibra de PP) (RYBERG et al., 

2019). 

Os problemas ambientais ocasionados pelo descarte inadequado incluem a interação do 

material sintético com a biota, resultando na liberação de componentes perigosos. Por 

exemplo, Lavers e Bond (2016) encontraram vestígios de chumbo (Pb) e cádmio (Cd) nas 

penas de aves marinhas como Laysan Albatross e Bonin Petrel. Também, compostos 

químicos 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 não renovável do petróleo, assim como a flutuação no seu preço, 

juntamente com as políticas de redução do consumo de plásticos, fizeram que a indústria dos 

polímeros buscasse uma mudança 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 características similares aos polímeros sintéticos, sejam 

biodegradáveis e economicamente viáveis, tem acarretado em descobertas e inovações em 

diversos campos da ciência e tecnologia, sendo importantes, neste contexto, os biopolímeros, 

ou seja, os polímeros obtidos a partir de sistemas biológicos (microbiano, animal e vegetal) 

(CHEN et al., 2020). Estes, além de possuírem potencial para substituir polímeros obtidos a 

partir do petróleo, apresentam propriedades que possibilitam aplicações exclusivas. 
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Particularmente, os biopolímeros obtidos de fontes microbianas, como os 

polissacarídeos, correspondem a uma alternativa atraente, sendo possível sua obtenção a 

partir de substratos orgânicos de fontes renováveis (GEORGE et al., 2020), incluindo 

resíduos e subprodutos agrícolas e agroindustriais como o bagaço de cana-de-açúcar 

(TERÁN-HILARES et al., 2017, 2019), melaço de beterraba e resíduo de amido 

(ISRAILIDES et al., 1994). 

Entre os biopolímeros, destaque pode ser dado à pululana, um homopolissacarídeo 

extracelular sintetizado pelo fungo leveduriforme Aureobasidium pullulans (GIBBS; 

SEVIOUR, 1996; MOHANAN; SATYANARAYANA, 2018). Com características como 

não serem tóxicos, carcinogênicos ou mutagênicos (KIMOTO; SHIBUYA; SHIOBARA, 

1997; TABASUM et al., 2018), a pululana e seus derivados têm sido estudados em uma 

séria de aplicações de interesse. 

Sendo obtido em um processo biológico, a qualidade e quantidade da pululana 

produzida por A. pullulans dependem dos parâmetros de operação e da concentração e 

natureza dos nutrientes e substrato (HAMIDI et al., 2019; SENA et al., 2006). Por exemplo, 

estudos revelaram que a limitação de nitrogênio favorece o acúmulo de pululana, embora 

sua limitação excessiva possa desfavorecer a síntese de biomassa (HAMIDI et al., 2019; 

ROUKAS; BILIADERIS, 1995). 

No entanto, a produção concomitante do pigmento melanina com a pululana é uma 

característica indesejável das cepas selvagens de A. pullulans (HAWKES et al., 2005; 

PRASONGSUK et al., 2018; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Na indústria, este 

pigmento é removido por processos de downstream que resultam em aumento nos custos de 

produção (RAVELLA et al., 2010). Com o propósito de reduzir ou inibir a produção deste 

pigmento, têm sido utilizadas cepas modificadas geneticamente (LI et al., 2015) e estudos 

revelaram que a modificação genética, além de inibir a síntese de melanina, promove 

também um aumento na produção de pululana (CHEN et al., 2017). 

Como alternativa à modificação genética, Terán-Hilares et al. (2017) cultivaram uma 

cepa selvagem de A. pullulans em meio baseado em glicose comercial com incidência da luz 

LED azul (densidade de fluxo de fótons de 440 μmol/(m2.s)), obtendo pululana (15,8 g/L) 

de cor branca e com baixos níveis de melanina (4,46 UA540nm/g de pululana). Estes autores, 

nas mesmas condições e mudando apenas a fonte de carbono para hidrolisado de bagaço de 

cana-de-açúcar, reportaram 20 g/L de pululana com baixos níveis de melanina. Estes 

resultados motivaram a continuidade desta estratégia desenvolvida no Laboratório de 
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Biopolímero, Biorreatores e Simulação de processo (LBBSIM), do Departamento de 

Biotecnologia, da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo (EEL – USP).  

Assim, no presente trabalho, avaliou-se o efeito de diferentes condições de cultivo e 

condições de iluminação sobre a produção de pululana, biomassa e melanina por A. 

pullulans. Diferentes cepas desta espécie foram testadas, e planejamento estatístico foi 

empregado como ferramenta de análise de efeitos e otimização das condições de cultivo em 

frascos Erlenmeyer em meio baseado em glicose comercial. O uso deste substrato teve como 

objetivo fornecer base para estudos futuros de produção a partir de hidrolisado celulósico de 

resíduos e subprodutos agroindustriais. Nas condições selecionadas, experimentos foram 

conduzidos sob diferentes condições de iluminação, incluindo diferentes comprimentos de 

onda e densidades de fluxo de fótons de luz LED, avaliando-se o efeito na produção do 

biopolímero e do pigmento melanina. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Biopolímeros 

Os biopolímeros são polímeros produzidos por processos biológicos que ocorrem em 

animais, plantas e micro-organismos (GEORGE et al., 2020). Apresentam características 

semelhantes aos polímeros sintéticos, embora a biocompatibilidade e a sustentabilidade 

ambiental sejam qualidades destacadas nos biopolímeros (KUMAR; HOURELD; 

ABRAHAMSE, 2020; VINOD et al., 2020).  

Há um grande número de macromoléculas produzidas por seres vivos. Estruturalmente, 

estas podem estar na forma de cadeia linear ou ramificada, e suas unidades constituintes 

podem incluir ácidos nucleicos, aminoácidos, ácidos graxos, poliálcoois ou sacarídeos 

(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 definição de polímero, ou seja, são constituídos por 

unidades estruturais repetitivas. 

 

Tabela 1 ‒ Macromoléculas encontradas naturalmente e suas funções. 

Polímero Monômero Função 

Ácido nucleico (DNA e 

RNA) 

Nucleotídeos  Portadores de informação genética 

Proteína α-aminoácidos  Catalisadores biológicos (enzimas), fatores de crescimento, 

receptores, materiais estruturais (lã, couro, seda, cabelo, tecido 

conjuntivo); hormonas (insulina); toxinas; anticorpos 

Polissacarídeos 

(Carboidratos) 

Açúcar  Materiais estruturais em plantas e alguns organismos superiores 

(celulose, quitina); materiais de armazenamento de energia 

(amido, glicogênio); reconhecimento molecular (tipos 

sanguíneos), secreções bacterianas 

Polihidroxialcanoatos Ácidos graxos Materiais de reserva de energia microbiana 

Polifenóis  Fenóis  Materiais estruturais em plantas (Lignina), estrutura do solo 

(turfa), mecanismos de defesa de plantas (taninos) 

Polifosfatos Fosfatos Materiais de armazenamento de energia inorgânica 

Polissulfeto Sulfatos Materiais de armazenamento de energia inorgânica 

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

 

De forma particular, os biopolímeros de origem microbiana são produzidos 

industrialmente por processos fermentativos (VERMA et al., 2020). Alguns biopolímeros 

são armazenados dentro do micro-organismo, enquanto outros são acumulados 

extracelularmente, fornecendo proteção a condições adversas do ambiente 

(U.S.CONGRESS, 1993). Tanto micro-organismos selvagens quanto modificados 

geneticamente produzem uma ampla gama de biopolímeros, tais como ácido polilático 
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(PLA), Polihidroxialcanoatos (PHA), polissacarídeos e polímeros de ácido carboxílico e 

butanodiol (VERMA et al., 2020).  

 Os polissacarídeos resultam da combinação de diversos monossacarídeos (Tabela 2) 

(U.S.CONGRESS, 1993; VINOD et al., 2020). Entre os polissacarídeos de importância 

industrial estão a celulose, goma xantana, dextrina, alginato, quitina e pululana (RYDZ et 

al., 2018; VERMA et al., 2020). 

 

Tabela 2 ‒ Exopolissacarídeos microbianos disponíveis no mercado. 

Exopolissacarídeos Origem Composição 

Goma xantana Xanthomonas campestris Polissacarídeo estruturalmente composto de 

unidades repetidas de pentassacarídeo, contendo 

glicose, manose, ácido glucurônico e 

substituintes acetil e piruvato. 

Dextrana Leuconostoc mesentroides 

Strptococcus mutans 

Acetobacter sp. 

Polissacarídeo constituído por unidades de α-D-

glicose unidos por ligações glicosídicas α(1→6). 

Goma curdlana Alcaligenes faecalis Polímero de D-glicose com ligações glicosídicas 

β(1→3). 

Goma gelana Pseudomonas elodea Polímero parcialmente O-acetilado de glicose, 

ramnose e ácido glucurônico 

Escleroglucana Sclerotium glutanicum Unidades de glicose unidas principalmente por 

ligações β(1→3) com ligações glicosídicas 

ocasionais β(1→6) 

Pululana Aureobasidium pullulans Polissacarídeo composto por unidades de 

maltotriose linearmente polimerizadas e unidas 

por ligações glicosídicas α(1→6) 

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

 

2.2 Pululana e suas aplicações 

A pululana é um exopolissacarídeo (EPS) produzido por Aureobasidium pullulans, 

Tremella mesentérica, Cytaria harioti, Cytaria darwinii, Cryphonectria parasítica, 

Teloschistes flavicans, Rhodototula bacarum (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). No 

entanto, o fungo leveduriforme A. pullulans é a principal espécie utilizada industrialmente. 

Segundo os estudos morfológicos deste micro-organismo polimórfico, a biossíntese do EPS 

pululana ocorre quando o micro-organismo está na sua forma unicelular, principalmente 

como clamidósporo (CAMPBELL et al., 2004; CATLEY, 1980; ROUKAS; BILIADERIS, 

1995; SIMON; CAYE-VAUGIEN; BOUCHONNEAU, 1993), sendo produzido 

intracelularmente para posteriormente ser excretado na superfície celular, formando assim 

uma película viscosa ao redor das células (Figura 1) (SINGH; SAINI, 2012). 
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Figura 1 ‒ Distribuição das capas de pululana, β-glucana e melanina em A. pullulans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

orgânicos, baixa atividade de água 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 estágio de crescimento celular e condições de cultura (CATLEY, 1971a; 

SIMON; CAYE-VAUGIEN; BOUCHONNEAU, 1993); além disso, a formação de pululana 

tem um comportamento inverso à formação de biomassa (CAMPBELL et al., 2004). 

 Estruturalmente (Figura 2), a pululana é composta por unidades de maltotriose (um 

trímero de unidades de glicose unidas por ligações α(1→4)) linearmente polimerizadas e 

unidas por ligações glicosídicas α(1→6) (KATO et al., 1982; LIU et al., 2019; MOHANAN; 

SATYANARAYANA, 2018). Esta alternância de ligações α(1→4) e α(1→6) fornecem à 

pululana uma estrutura flexível e solúvel (KATO et al., 1982; LI et al., 2015). Este 

biopolímero é descrito na literatura como um hidrocolóide não iônico (LIU et al., 2019), de 

estrutura amorfa e alta estabilidade térmica (HAMIDI et al., 2019; KATO et al., 1982), não 

mutagênico, não toxico, não imunogênico, não cancerígeno, solúvel na água, resistente a 

óleo, transparente, insipido, inodoro, comestível,  impermeável ao oxigênio, adequado para 

formação de filme, compatível 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 química da pululana representadas por unidades de maltotriose unidas por ligações 

α(1→6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Tabasum et al. (2018). 

 

Estas propriedades tornam a pululana candidata potencial para uma ampla variedade de 

aplicações na indústria alimentícia, farmacêutica e outras (SHINGEL, 2004), como por 

exemplo, na indústria de plásticos, podendo substituir materiais como policloreto de vinila 

e poliestireno em termos de transparência, dureza, resistência e brilho (XUE et al., 2019). 

Sua natureza inodora, insípida e atóxica torna-a adequada para a indústria de alimentos e 

farmacêutica (HAN; LV, 2019). Por outro lado, as enzimas digestivas do ser humano não 

têm capacidade de degradar pululana e, por tanto, não aporta calorias na dieta e pode ser um 

substituto do amido nas formulações de alimentos e bebidas de baixa calorias (LIU et al., 

2017). Observou-se também sua potencialidade de uso como conservante, inibindo a 

retenção de umidade e o crescimento de fungos em alimentos armazenados, sua 

transparência e impermeabilidade a moléculas de óleo, graxa, água e oxigênio também 

permitem que a pululana seja usada em aplicações de embalagem de alimentos (TERÁN-

HILARES et al., 2019; VERMA et al., 2020). No entanto, seu potencial de uso é 

significativamente influenciado pela pureza do biopolímero, massa molar (Mw) e 

distribuição da Mw, os quais estão determinados pelas condições de processos de produção 

(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 indústria alimentícia, farmacêutica, cosmética e de materiais 

desenvolvidos com a pululana de alta Mw apresentaram maior resistência, durabilidade e 

estabilidade quando foram utilizados na produção de pellets, filmes impermeáveis ao 

(C6H12O5)n 
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oxigênio, cápsulas de medicamentos e nanomateriais (LIU et al., 2017; SINGH; SAINI; 

KENNEDY, 2008). 

 

2.3 Variabilidade morfológica do Aureobasidium pullulans: formas celulares e 

influência das condições de cultivo 

Aureobasidium spp é um fungo saprofítico polimórfico (BERMEJO et al., 1981b; 

CATLEY, 1980; RAMOS; GARCÍA, 1975) cujo comportamento e características são 

parecidos aos de leveduras (BROWN; HANIC; HSIAO, 1973); pertence ao filo 

Ascomycota, classe Euascomycetes e ordem Dothideales (LOTRAKUL et al., 2009; 

OSIŃSKA-JAROSZUK et al., 2015; POLLOCK; THORNE; ARMENTROUT, 1992). As 

colônias crescem rapidamente tornando-se viscosas devido à formação da biomassa 

(HAMIDI et al., 2019; SINGH; SAINI, 2012; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). As 

colônias apresentam coloração rosada pálida, amarela ou marrom claro nos primeiros 

estágios de crescimento, provavelmente devido à formação dos blastosporos (LI et al., 2015; 

RAMOS; GARCÍA, 1975), enquanto que a formação de clamidósporos e de hifas no último 

estágio ocasionam um escurecimento das colônias (HAMIDI et al., 2019), sendo a produção 

de pigmentos escuros como a dihidroxinaftaleno-melanina (DHN-melanina) a responsável 

por este fenômeno (CHEN et al., 2019b). 

Estudos relacionados com a morfologia celular ressaltam a influência significativa dos 

níveis de pH e da concentração e natureza da fonte de nitrogênio e da fonte de carbono 

(BERMEJO et al., 1981a, 1981b; BROWN; HANIC; HSIAO, 1973; CATLEY, 1971a, 1980; 

RAMOS; GARCÍA, 1975). Ramos e García (1975) identificaram 6 estágios de crescimento 

celular, sendo o primeiro correspondente à formação de blastosporos, que podem estar na 

forma esférica ou ovoide, de acordo com a fonte de nitrogênio (BERMEJO et al., 1981a). 

No segundo estágio foi observada a presença de pseudomicélios (quando a célula filha e a 

célula mãe permanecem unidas), formando assim cadeias asseptadas de blastosporos 

(RAMOS; GARCÍA, 1975). Devido ao envelhecimento das pseudomicélios e a sua baixa 

viabilidade, acontece um processo de autólise (BERMEJO et al., 1981a). Os blastosporos de 

maior tamanho são denominados de células “inchadas” e representam o terceiro estágio, o 

qual acontece quando uma baixa concentração celular (menos que 1x104 células/150 ml) é 

colocada em um meio que contenha nitrato de amônio como fonte de nitrogênio. Neste caso, 

se o meio tiver um pH menor que 4,00, poderá ocasionar a morte celular ou geração de septos 

transversais (BERMEJO et al., 1981a; RAMOS; GARCÍA, 1975). O quarto estágio 

caracteriza-se pela formação de micélios a partir de células inchadas septadas e, acontece 
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quando uma baixa concentração de biomassa é inoculada no meio, sendo que uma elevada 

concentração celular favoreceria a formação de blastosporos (RAMOS; GARCÍA, 1975). 

Em meios que contenham íons de amônio como fonte de nitrogênio, as células inchadas 

septadas mudam de aspecto, tornando-se escuras ao mesmo tempo que aumenta a espessura 

da parede celular, formando a célula chamada de clamidósporo, constituindo o quinto estágio 

do crescimento celular (BERMEJO et al., 1981a; RAMOS; GARCÍA, 1975). Dependendo 

das condições do meio e da fonte de nitrogênio, estes clamidósporos podem gerar micélios, 

que por sua vez poderão formar blastosporos ou hifas (BERMEJO et al., 1981b; RAMOS; 

GARCÍA, 1975), sendo que a formação de clamidósporos leva a uma queda do pH do meio 

(BERMEJO et al., 1981a). No sexto estágio, o desenvolvimento micelial produz pigmentos 

escuro e um engrossamento da parece celular, podendo produzir biomassa celular na forma 

de clamidósporos (BERMEJO et al., 1981b; BROWN; HANIC; HSIAO, 1973; 

CAMPBELL et al., 2004). Na Figura 3 apresentam-se as principais formas morfológicas de 

A. pullulans. 

 

Figura 3 ‒ Aspecto morfológico de A. pullulans  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

A capacidade de poder controlar as condições de processo, assim como a composição 

do meio, conduziu ao estudo da possibilidade de manter algumas formas morfológicas no A. 

pullulans. Com este intuito,  Brown, Hanic e Hsiao (1973) observaram que, com sulfato de 

amônio ((NH4)2SO4), 40% da biomassa era constituída por formas filamentosas, enquanto 
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que, quando usado nitrato de sódio (NaNO3) como fonte de nitrogênio, 97% da massa celular 

estava na forma de células semelhantes a leveduras e clamidósporos. Um resultado similar 

foi observado por Campbell et al. (2004) que, quando utilizaram cepas de A. pullulans ATCC 

9348 em um meio contendo NaNO3, observaram predominância morfológica da forma 

unicelular. Já a formação de clamidósporos pode ser induzida por condições adversas, como 

foi demostrado por Bermejo et al. (1981b) quando formularam um meio com alto conteúdo 

de açúcar, nitrogênio limitante e pH ácido. Simon, Caye-Vaugien e Bouchonneau (1993) 

observaram que na presença de 0,1% de (NH4)2SO4 no meio, o formato de hifas 

correspondeu a menos de 1% da biomassa total; um aumento na concentração deste 

composto (0,3% de (NH4)2SO4), por outro lavo, levou ao aumento no conteúdo de hifas.  

A capacidade polimórfica do A. pullulans facilitou sua adaptabilidade em diversos 

habitats (LI et al., 2015), sendo possível encontrar cepas deste fungo na filosfera e filoplano 

das plantas (principalmente frutos) (GAUR et al., 2010a; LORENZINI; ZAPPAROLI, 2019; 

SINGH; SAINI, 2008) em alguns casos como um endófito (RAMOS; GARCÍA, 1975), 

sendo encontrados também na superfície de banheiros (LOTRAKUL et al., 2009), no mel 

natural (CHEN et al., 2019b), na superfície cutânea (ZHANG et al., 2011) e habitats 

desérticos (JIANG et al., 2019). Na indústria, o polimorfismo torna-se um problema devido 

a sua extrema variabilidade, instabilidade genética e alta condição heterocariótica (LI et al., 

2015), resultado, com isso, em alterações no comportamento metabólico.  

Como foi mencionado anteriormente, tanto a modificação morfológica quanto a 

variação do comportamento metabólico podem ser resultado de diversos fatores que atuam 

de forma sinérgica sobre este fungo, tais como a composição química e as impurezas do 

meio (inibidores e promotores), sistema de fermentação e condições ambientais empregados 

durante o processo fermentativo (ROUKAS; BILIADERIS, 1995; TERÁN-HILARES et al., 

2017, 2019), que resultam na biossínteses de diversos subprodutos de importância 

econômica variada, tais como enzimas (α-amilase, glucoamilase, isopululanase, xilanase, 

pectinase, β-glucosidase, lacase) (GAUR et al., 2010a; LIU et al., 2018), polímeros (ácido 

polimálico (PMA), pululana, β-1,3-glucana) (BULIGA; BRANT, 1987; CHI et al., 2016; 

LIU; STEINBÜCHEL, 1996; TERÁN-HILARES et al., 2017, 2019), liamocina 

(BISCHOFF et al., 2018; PRICE et al., 2017, 2013; SAUR et al., 2019), oligossacarídeos 

(LIU et al., 2017) e biossurfactantes (BRUMANO et al., 2017). 
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2.4 Biossíntese da pululana por A. pullulans 

A síntese da pululana começa na fase de crescimento logarítmico tardio, promovida pela 

ausência ou redução dos nutrientes no meio de cultura, sendo na fase de crescimento 

estacionário onde ocorre a maior produção do exopolissacarídeo (GNIEWOSZ; 

DUSZKIEWICZ-REINHARD, 2008). Ainda não está claro por completo o mecanismo da 

biossíntese da pululana; no entanto, Duan et al. (2008) sugeriram uma possível via 

metabólica, identificando três enzimas-chave (α-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 frações carboidrato dos materiais 

lignocelulósicos (CATLEY, 1971b; CHEN et al., 2014; WU et al., 2009a, 2016). Neste caso, 

as enzimas hexoquinase e isomerase são as responsáveis pela conversão destas fontes de 

carbono a UDP-Glicose, um importante precursor da biossíntese da pululana (CATLEY; 

MCDOWELL, 1982). Uma representação da possível via metabólica é mostrada na Figura 

4. 

 

Figura 4 ‒ Via metabólica para produção da pululana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 importância da enzima α-fosfoglicose mutase na 

formação 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-diéster, um resíduo de D-glicose proveniente da UDP-

glicose é ligado à molécula lipídica hidroperóxido lipídico (LPh). Uma transferência 

adicional do resíduo D-glucose do UPDG-glicose origina isomaltosil ligado ao lipídio. No 

passo seguinte, o isomaltosil participa na reação com glucose ligada ao lipídeo para produzir 

um resíduo isopanosil como precursor. No último passo, a cadeia de pululana é formada pela 

polimerização de resíduos de isopanosil utilizando a enzima glicosiltransferase. 

 

2.5 Fatores que influenciam na produção da pululana 

A biossíntese da pululana é resultado de uma combinação sinérgica entre as condições 

do bioprocesso e a disponibilidade de nutrientes (CAMPBELL et al., 2004; CHENG; 

DEMIRCI; CATCHMARK, 2011a).  Na sequência, são apresentadas informações 

relevantes sobre alguns dos fatores que influenciam na produção microbiana deste 

exopolissacarídeo. 

 

2.5.1 Fonte de carbono 

As características da pululana variam conforme a fonte de carbono empregada, 

condições de processo e cepa microbiana (CATLEY, 1971b). Diversos trabalhos relatam a 

preferência do micro-organismo para produção de pululana a partir de sacarose (CHENG et 

al., 2010; SHENG; TONG; MA, 2016). Além disso, Catley (1971) reporta preferência pela 

glicose em relação à frutose quando estas estão presentes no meio de cultura.  

Há, no entanto, outros trabalhos reportando o uso de fontes como açúcares presentes em 

hidrolisado amiláceo (GÖKSUNGUR; UZUNOĞULLARI; DAĞBAĞLI, 2011; HII et al., 

2012; WU et al., 2016) ou lignocelulósico (SUGUMARAN; JOTHI; PONNUSAMI, 2014; 

SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017a; TERÁN-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 hemicelulósico, reportam uma produção de pululana de 

17,63 g/L e 12,62 g/L, respectivamente, em 168 horas de cultivo. Em outro trabalho, Terán-

Hilares et al. (2017) empregaram A. pullulans LB83 (cepa selvagem de A. pullulans) e, 

utilizando a fração carboidrato do hidrolisado de bagaço de cana-de-açúcar, obtiveram 20 

g/L de pululana depois de 168h de fermentação (28 °C, 200 rpm) em frasco Erlenmeyer sob 

luz LED azul (450 – 470 nm). Também neste trabalho pode ser observada a influência 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 comparação à luz LED azul (75%). Em outro trabalho, utilizando um biorreator 

de coluna de bolhas (25 °C, 0,5 vvm de aeração, 1,88 g/L de extrato de levedura), Terán 

Hilares et al. (2019), utilizando a mesma cepa (A. pullulans LB83), reportaram a produção 

de 18,64 g/L de pululana em 96h de fermentação. 

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

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

 

Tabela 3 ‒ Produção de pululana utilizando diferentes fontes de carbono. 

Cepa 

Tipo de 

fermentação 

Fuente de 

carbono Produção Referência 

A. pullulans 

LB83 

Batelada - 

Smf (Frasco 

Erlenmeyer) 

Hidrolisado 

enzimático de 

bagaço de cana-

de-açúcar 

20 g/L Terán-Hilares et al. (2017) 

A. pullulans 

LB83 

Batelada - 

Smf 

(Biorreator de 

coluna de 

bolhas). 

Hidrolisado 

enzimático de 

bagaço de cana-

de-açúcar. 

18,64 g/L Terán-Hilares et al. (2019) 

A. pullulans 

AY82 

Batelada - 

Smf 

(Biorreator de 

tanque 

agitado). 

Hidrolisado 

hemicelulósico de 

bagaço de cana-

de-açúcar. 

12,65 g/L Chen et al. (2014) 

A. pullulans 

AP329 

Batelada - 

Smf 

(Biorreator de 

tanque 

agitado) 

Sacarose 39 g/L Xia, Wu e Pan (2011) 

A. pullulans 

AP329 

Batelada - 

Smf (Frasco 

Erlenmeyer) 

Hidrolisado de 

batata-doce 

29,43 g/L Wu et al. (2009a) 

Smf: fermentação submersa; 

Ssf: fermentação em estado solido. 

Fonte: Autoria própria. 

 

2.5.2 Fonte de nitrogênio e relação C/N 

Na produção de pululana, tem sido avaliada por diversas pesquisas a influência da fonte 

e quantidade de nitrogênio presentes no meio de cultura. O excesso de nitrogênio no meio 

de cultura contribui com a formação de biomassa, porém, resulta em uma diminuição da 

concentração de pululana (BULMER; CATLEY; KELLY, 1987; CATLEY, 1971a). 

Segundo Rothman e Cabib (1969), o excesso de nitrogênio poderia ativar a enzima 

fosfofrutoquinase, direcionando o fluxo de carbono para a via glicolítica.  
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Os resultados de Jiang, Wu e Kim (2011) sugerem que condições de limitação de 

nitrogênio (0,25 g/L de NaNO2) favorecem a produção 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/mgproteina). Em outro trabalho, empregando uma elevada 

concentração de sulfato de amônio (7 g/L), Cheng et al. (2011) relataram que, após 120h de 

fermentação e atingindo a máxima concentração de pululana (17,7 g/L),  A. pullulans ATCC 

201253 começou a degradar este biopolímero até 168h de fermentação em resposta a uma 

carência de fonte de carbono externa. 

Realmente, a relação C/N tem sido apontada como um fator importante a ser 

considerado na produção de exopolissacarídeos. Por exemplo, Kumar, Mody e Jha (2007) 

mencionaram que uma relação C/N elevada (10:1) maximiza a produção de 

exopolissacarídeos no processo de fermentação submersa. Assim também, Sugumaran e 

Ponnusami (2015), empregando A. pullulans MTCC 2670 em condições de fermentação em 

estado sólido e elevada relação C/N (25:1), obtiveram 39,42 mgpululana/g de substrato seco. 

 

2.5.3 Temperatura 

Dependendo da cepa de A. pullulans, a temperatura ótima da biossíntese do 

polissacarídeo pode variar. Jiang (2010), por exemplo, reportou máxima produção 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 produção máxima de pululana (36,17 g/L) quando a temperatura do 

processo era de 20 °C. 

 

2.5.4 pH 

O pH é um fator influente na morfologia do A. pullulans. Em pH baixo, este micro-

organismo estará na forma unicelular e, nesta forma, a produção de pululana é maior que na 

forma micelial (CATLEY, 1980).  

Em um trabalho com A. pullulans ATCC 9348, Bulmer, Catley e Kelly (1987) 

reportaram maior produção da pululana em células cultivadas em pH 4,00 em comparação 

ao uso de pH 7,00. Em outro trabalho, usando reator com membranas, Cheng, Demirci e 

Catchmark (2010) reportaram uma produção 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 relação entre a temperatura e pH no desenvolvimento da cepa de A. pullulans  AP 329, 
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observando um aumento na produção de biomassa quando o meio de cultura estava a 32 °C 

e pH 2,50; contrariamente, o aumento da biossíntese de pululana aconteceu a 26 °C e pH 

5,50. Um resultado similar obtiveram Sugumaran e Ponnusami (2015) em fermentação em 

estado sólido. Estes autores determinaram o pH 5,50 como valor ótimo que permite ter a 

máxima produção de pululana (39,42 mgpululana/g de substrato seco), tendo bagaço de 

mandioca como substrato.  

 

2.5.5 Aeração 

Uma variável importante a ser considerada no processo de biossíntese da pululana é a 

aeração, sendo que, sob condições anaeróbicas, tanto a produção de biomassa quanto da 

pululana é nula (LEATHERS et al., 1988). Segundo Roukas e Mantzouridou (2001), uma 

intensa aeração (até 2,0 vvm) no processo fermentativo leva a um aumento na biossíntese da 

pululana como resultado do acúmulo da biomassa. Não obstante, o excesso na aeração 

poderia modificar a massa molar da pululana (AUDET; LOUNES; THIBAULT, 1996), o 

que poderia ser explicado devido à mudança da atividade da enzima responsável por esta 

característica do biopolímero (LEATHERS et al., 1988). Wecker e Onken (1991) relataram 

que a diminuição no oxigênio dissolvido e na taxa de cisalhamento resultaram em um 

aumento na produção da pululana, possivelmente devido à permanência do micro-organismo 

na forma de levedura. 

Cheng, Demirci e Catchmark (2011a), em um processo conduzido em um reator 

semicontínuo, avaliaram diferentes condições de aeração em um cultivo de A. pullulans 

ATCC 201253. Os resultados da pesquisa indicaram um valor ótimo de 1,5 vvm para 

produção tanto de biomassa quanto de pululana.  

 

2.6 Produção da pululana em diferentes configurações de processo fermentativo 

Diversas pesquisas têm sido desenvolvidas em fermentação submersa (Smf) e 

fermentação em estado sólido (Ssf) (AN et al., 2017; SUGUMARAN et al., 2013; WU et 

al., 2009b; XIA et al., 2017), com resultados variados para produção de pululana.  

Além disso, o modo de operação do processo tem sido apontado como fator a ser 

considerado na produção do biopolímero. Processos em batelada têm sido empregados tanto 

em fermentação submersa quanto em estado sólido.  

Xia, Wu e Pan (2011), por exemplo, avaliaram 2 níveis de pH controlado (1,50 – 5,50) 

e 2 níveis de temperatura (26 – 32 °C) na produção em batelada de pululana em fermentação 

submersa. Estes autores obtiveram máxima produção de pululana (39 g/L) com uma variação 
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do pH e da temperatura em diferentes estágios da fermentação, pH baixo (2,50) e temperatura 

elevada (32 °C) nas primeiras 12 horas favoreceram a formação da biomassa e, após 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 produção da pululana. 

Ainda em processo em batelada com fermentação submersa, Lazaridou et al. (2002) 

trabalhando com variação nas condições de  agitação (300, 500 e 700 rpm) e concentração 

de melaço de beterraba (50 e 100 g/L), obtiveram máxima produção de pululana (49 g/L) 

quando o reator operou a 700 rpm, mantendo baixos os níveis de saturação de O2 (∼7%) e 

uma concentração de açúcar inicial de 100 g/L. Com relação à influência da aeração, cabe 

comentar que, durante a fermentação, a viscosidade do meio de fermentação aumenta devido 

à biossíntese da pululana (fluido não Newtoniano) e isto eleva a demanda do oxigênio (LI et 

al., 2016). 

A elevada concentração de substrato, assim como limitação de nutrientes e outras 

condições de processo podem ocasionar estresse sobre o micro-organismo, diminuindo o 

rendimento na produção de pululana devido a efeitos de supressão sobre as enzimas chave 

(α-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. 

Há também relatos na literatura de processos operados em modo contínuo, sendo que a 

vazão específica de alimentação é um fator importante na produção 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 

concentração limitante de zinco. Estes autores empregaram processo contínuo com uma 

vazão específica de alimentação de 0,08 h-1, em cultivo com temperatura constante (27 °C), 

aeração de 1,6 L.min-1 e agitação 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 contínuo, sendo que os parâmetros de processo 

foram: agitação 500 rpm, taxa de aeração 1 vvm e temperatura de 25 °C. Os resultados 

obtidos por estes autores demostraram que a máxima eficiência (82%) na produção de 

pululana foi alcançada em pH 5,00. Orr et al. (2009), por sua vez, empregaram processo 
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contínuo e avaliaram  a concentração de nitrogênio no cultivo de A. pullulans ATCC 9348 

em um reator CSTR, observando uma mudança na morfologia do fungo (de unicelular para 

micélios) quando este foi cultivado em níveis elevados (0,78 g/L) de (NH4)2SO4. 

A imobilização de células foi empregada como estratégia para produção de pululana 

(CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c; WEST; STROHFUS, 1998). No entanto, a 

produção do biopolímero tem sido menor quando comparada com outros métodos de 

fermentação devido a limitações difusionais. Entre os materiais mais utilizados na 

imobilização celular, destacam-se o uso do ágar e do alginato de cálcio os quais foram 

empregados em fermentação descontínua (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 máxima concentração 

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)2SO4 e 0,4 de extrato de levedura, com uma vazão específica de 

alimentação de 0,16 h-1.  

 

2.7 Produção concomitante do pigmento melanina com a pululana 

No meio ambiente, o fungo produz a melanina como um mecanismo de defesa contra a 

radiação UV, oxidação, tratamento térmicos, choque salino, dessecação e hidrólise ácida 

(JIANG et al., 2017; POULIOT et al., 2005). A melanina fúngica corresponde a compostos 

hidrofóbicos de elevada massa molar, com carga negativa, formados por polimerização 

oxidativa de compostos fenólicos tais como γ-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 produção de melanina, no entanto,  representa um problema no setor industrial de 

produção de pululana, sendo preciso processos de downstream para remover este pigmento 

do biopolímero (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011c). 

Com a finalidade de inibir a produção de melanina, diversos autores trabalharam com 

cepas modificadas geneticamente, mostrando resultados promissores na produção de 

pululana (CHEN et al., 2017; LI et al., 2015).  Por outro lado, Terán-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 máxima produção de pululana (15,77 g/L) com 

baixo teor de melanina (4,46 UA540 mm/g de pululana), sendo que, sob luz branca, a cepa 

produziu 11,75 g/L de pululana com elevado conteúdo de melanina (45,70 UA540 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 policetídica sintase  

(Figura 5) (POMBEIRO-SPONCHIADO et al., 2017), uma via metabólica 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 policetídeo sintase (PKS) 

(CHEN et al., 2019b; FENG et al., 2001; JIANG et al., 2017; ROUKAS; BILIADERIS, 

1995).  

 

Figura 5 ‒ Síntese do dihidroxinaftaleno-melanina (DHN-melanina) em fungo, com sitio específico de inibição 

para cada enzima em cada estágio (letras cor vermelha), sendo Ce: cerulenina, Tr: triciclazol (compostos como 

clobentiazona, pyroquilon, ftaleto, álcool pentaclorobenzílico e cumarina podem substituir ao triciclazol) , Ca: 
carpropamida. [H] reação de redução, [O] reação de oxidação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 começa com acetil-CoA e malonil-CoA, que são convertidos em 

1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno (THN) pela enzima PKS. A enzima THN redutase transforma 

então o THN em scitalona. No entanto, THN redutase é inibida com triciclazol, ocasionando 

oxidação do THN e gerando flaviolina que será acumulada no meio de cultura. 

Posteriormente, a scitolona é desidratada para formar 1,3,8-trihidroxinaftaleno, sendo que a 

atividade enzimática da desidratase é inibida com carpropamida. A redução do 1,3,8-

trihidroxinaftaleno para vermelona é catalisada pela enzima redutase, que também é inibida 

na presença do triciclazol; nesse caso, no lugar da vermelona, é gerado e acumulado 

hidroxijugalona por processo de oxidação. A formação do 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN) 

ocorre por desidratação da vermelona. Finalmente, diversas reações de dimerização e 

polimerização catalisadas pela enzima lacase dão origem à 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 Aplicação de diferentes condições de iluminação sobre o metabolismo microbiano 

A luz é uma forma de radiação eletromagnética de comportamento singular, 

comportando-se como uma onda e como partícula (fóton), sendo que a cor da luz é definida 

pelo comprimento de onda (λ, medido em nanômetro). O conteúdo energético da luz é 

inversamente proporcional ao comprimento de onda, deste modo, a luz vermelha (λ= 625 – 

740 nm) tem menos energia que a luz violeta (λ= 380 – 440 nm) (SLINEY, 2016; VASA, 

2019). 

Por outro lado, o comportamento metabólico de alguns micro-organismos é fortemente 

influenciado pela presença ou ausência da luz no ambiente. Por exemplo, observou-se que a 

produção das micotoxinas ocratoxina (A e B) e da citrina por Penicillium é 

significativamente regulada pela presença da luz (SAMSON, 2016). 

Velmurugan et al. (2010) postularam a existência de fotorreceptores responsivos à 

presença e ausência da luz em fungos produtores de pigmento como Monascus purpureus, 

Isaria farinosa, Emericella nidulans, Fusarium verticillioides e Penicillium purpurogenum 

quando avaliaram a produção de biomassa e pigmento intra e extracelular sob luz azul (λ= 

492 - 455 nm), verde (λ= 577 – 492 nm), amarelo (λ= 597 – 577 nm), vermelha (λ= 780 - 

622 nm) e escuridão durante 7 dias.  

Por outro lado, Bryan et al. (2011) avaliaram o efeito da luz visível, luz UV e radiação 

gama sob os níveis de ATP em células de Cryptococcus neoformans. Esses autores 

reportaram que as três formas de radiação reduziram os níveis de ATP nas células 
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melanizadas da levedura; enquanto células sem melanina sob luz visível aumentaram os 

níveis de ATP, a radiação gama não causou alterações e a exposição aos raios UV levou em 

uma redução do ATP. 

Com relação ao micro-organismo A. pullulans e à produção de pululana, no entanto, a 

influência da luz sobre o metabolismo (especificamente sobre o local de reação e enzimas 

envolvidas) ainda foi pouco reportada. Estudos conduzidas por Terán-Hilares et al. (2017, 

2019) em A. pullulans LB83 concluíram que a incidência de luz azul (λ= 450 – 470 nm) 

promoveu a máxima produção de pululana (15,77 g/L) ao mesmo tempo que reduziu a 

sínteses de melanina (4,46 ± 0,26 UA540nm/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 (λ= 620 – 630 nm), o micro-organismo produziu a máxima quantidade de 

biomassa (9 g/L), porém diminuiu a produção de pululana (12,50 g/L) e aumentou o 

conteúdo de melanina (8,34 UA540nm/g de pululana). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar as condições de cultivo de Aureobasidium pullulans em meio baseado em 

glicose e o efeito de diferentes condições de iluminação sobre a produção do 

exopolissacarídeo pululana e do pigmento melanina. 

 

3.2 Objetivos específicos 

− Avaliar e otimizar o efeito das variáveis concentração de substrato, concentração de 

extrato de levedura e pH inicial na produção de pululana por Aureobasidium pullulans 

em frascos Erlenmeyer utilizando meio baseado em glicose comercial; 

− Avaliar o efeito do comprimento de onda de luz e da densidade de fluxo de fótons na 

produção de pululana e inibição do pigmento melanina em processos conduzidos em 

frascos Erlenmeyer utilizando meio baseado em glicose comercial; 

− Caracterizar a pululana com relação a suas propriedades físico-químicas e reológicas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Nesta seção é descrita a metodologia empregada nesta pesquisa, a qual foi desenvolvida 

no Laboratório de Biopolímeros, Biorreatores e Simulação de Processos (LBBSIM) e no 

Laboratório de Bioprocessos e Produtos Sustentáveis (LBios), do Departamento de 

Biotecnologia, da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo (EEL- USP). 

Para melhor compreensão dos experimentos realizados, apresenta-se na Figura 6 a 

sequência de experimentos realizados neste trabalho. 

 

Figura 6 ‒ Etapas realizadas no presente projeto para determinar as condições ótimas de concentração de 

glicose, concentração de extrato de levedura e pH inicial de cultura para produção de pululana por A. pullulans, 

assim como avaliação do efeito das condições de iluminação visado a maximizar a produção de pululana e 

reduzir a síntese de melanina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: Autoria própria. 
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4.1 Micro-organismo e preparo do inóculo 

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 São Paulo (ARCURI et al., 2014). As cepas de A. pullulans ATCC 42023 e A. 

pullulans ATCC 9348 foram adquiridas da Fundação André Tosello (N° de CCT: 4154 e 

7521, respectivamente). Segundo a Fundação 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 Flórida, EUA. 

Os micro-organismos foram estocados no Laboratório de Microbiologia e Bioprocessos 

(GMBio) da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Brasil, 

conservando-se a 4 °C em meio YMA (ágar – extrato de malte – extrato de levedura) até seu 

uso. 

O inóculo 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 K2HPO4, 1 g/L de NaCl e 0,1 g/L de MgSO4, sendo os frascos  

colocados em uma incubadora de movimento rotatório (Tecnal, TE-4200, Tecnal, São Paulo, 

Brasil) a 28 °C e 200 rpm por 48h. Os componentes do meio utilizados procederam de 

soluções mãe concentradas, as quais foram previamente esterilizadas em separado, em 

autoclave, a 1 atm, 121 °C por 15 min. 

Após 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 suspenção de 

células com água destilada estéril, sendo esta inoculada no meio de fermentação visando-se 

a atingir 1 g/L de concentração celular inicial. 

 

4.2 Preparo do meio e processo de fermentação para cultivo em condições de luz 

branca fluorescente, luz LED azul e luz LED branca 

O meio de fermentação empregado continha a seguinte composição: 2 g/L de K2HPO4, 

1 g/L de NaCl e 0,1 g/L de MgSO4, além de glicose e extrato de levedura em concentrações 

variáveis conforme planejamento estatístico (seção 4.3). Para o preparo do meio, as soluções 

foram esterilizadas em autoclave de forma similar ao descrito na seção 4.1. Os valores de 

pH inicial foram variados de acordo com o planejamento de experimentos (seção 4.3), sendo 

ajustado com solução 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 rotatória (Tecnal, TE-4200, Tecnal, São Paulo, Brasil) por períodos de 96, 

120, 144 e 168h em condições de temperatura (28 °C) e agitação (200 rpm) constante com 

incidência de luz branca fluorescente (3 μmol/(m2.s)) ou condições de iluminação 

especificadas. A recuperação da pululana obtida, assim como a quantificação da biomassa 

foram feitas como descreve a seção 4.8 

 

4.3 Avaliação das condições de cultivo empregando planejamento de experimentos 

tipo Box-Benhken 

Neste projeto utilizou-se a metodologia de superfície de resposta para avaliar a interação 

entre as variáveis de estudo e sua contribuição na produção de pululana e biomassa, assim 

como determinar o ponto ótimo de produção de pululana. Os três fatores avaliados foram: 

concentração de glicose (X1), concentração de extrato de levedura (X2) 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 auxílio do software Desing-Expert 12 (Stat-Ease, 

Inc., EUA). 

Inicialmente, os experimentos foram realizados com a cepa LB83. Em seguida, após 

seleção da nova cepa (seção 4.4), realizou-se novo planejamento experimental para 

determinação das condições de concentração de glicose, concentração de extrato de levedura 

e pH inicial. 

 

Tabela 4 ‒ Variáveis e níveis avaliados no planejamento estatístico realizado para determinar a influência dos 

fatores sobre a produção de pululana e biomassa por A. pullulans. 

Fonte: Autoria própria 

 

4.4 Seleção de micro-organismo. 

Para seleção da cepa, avaliaram-se o comportamento do processo com relação à 

produção de pululana e biomassa, assim como o pH final de três 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 inóculo 

Tipo de 

planejamento Fatores Símbolo 

Níveis 

-1 0 1 

Box-Behnken Concentração inicial de glicose (g/L) 𝑋1 70 105 140 

Concentração de extrato de levedura (g/L)  𝑋2 1 3 5 

pH inicial 𝑋3 6,00 7,00 8,00 
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seguiu como indicado na seção 4.1. O processo de fermentação foi conduzido em frascos 

Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio contendo (TERÁN-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 K2HPO4, 1 

g/L de NaCl, 0,1 g/L de MgSO4. Os frascos foram colocados em uma incubadora de 

movimento rotatório (Tecnal, TE-4200, Tecnal, São Paulo, Brasil) a 28 °C e 200 rpm por 

96h. A recuperação e quantificação da pululana e biomassa seguiu como indicado na seção 

4.8. 

 

4.5 Ajuste no tempo de cultivo e pH inicial após otimização por planejamento 

experimental 

Com a cepa selecionada e considerando as condições ótimas obtidas no planejamento 

experimental (seção 4.3), procedeu-se a uma avaliação do efeito da variação no tempo de 

processo e no pH inicial, sendo a produção 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 inóculo seguiu 

como indicado na seção 4.1, A recuperação e quantificação da pululana e biomassa seguiu 

como indicado na seção 4.8 

 

4.6 Sistema empregado nos experimentos realizados sob diferentes condições de 

iluminação 

Depois de determinadas as condições ótimas de concentração de glicose, concentração 

de extrato de levedura e pH inicial, procedeu-se com a preparação do meio de fermentação 

(20 mL) em frascos Erlenmeyer de 50 mL nas condições 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 distribuídos 

uniformemente) aderida na parede interna. 

A superfície 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 

fótons 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 fótons seguiu como indicado na seção 4.7. Os recipientes com os 

frascos Erlenmeyer foram colocados na superfície da incubadora rotatória (Tecnal, TE-4200, 

Tecnal, São Paulo, Brasil), sendo fixada a temperatura (28 °C) e agitação (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 ventilação (dois de entrada e dois de saída de 

ar) que permitiram a transferência de ar entre o interior do sistema e o exterior. Estes tubos 

de ventilação foram revestidos com fita isolante cor negra e aderidos posteriormente na 

superfície externa dos recipientes seguindo o ângulo da superfície e de modo a permitir o 

fluxo de ar (Figura 7b). 

 

Figura 7 ‒ Recipientes para os experimentos com fita LED: a) recipiente com fita LED 5050 RGB no interior, 

b) esquema do sistema de circulação de ar (fluxo de ar representado com setas em cores), c) distribuição dos 

recipientes com os frascos Erlenmeyer sobre a superfície da incubadora rotatória com o cumprimento de onda 

de luz e densidade de fluxo de fótons segundo as condições indicadas na seção 4.7. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7 Avaliação dos efeitos das condições de iluminação sobre a produção de pululana, 

biomassa e melanina 

Empregando-se as condições de cultivo selecionadas conforme seções 4.3 e 4.5, os 

experimentos foram realizados em duas etapas. Na primeira, avaliou-se a incidência da luz 

LED azul (~450 nm) com densidade de fluxo de fótons de 442, 221 e 45 μmol/(m2.s), 

realizando-se também experimentos com os frascos mantidos no escuro (0 μmol/(m2.s)) e 

sob luz branca fluorescente do laboratório (5000 K) com densidade de fluxo de fótons de 3 

μmol/(m2.s). Na segunda etapa foi empregada luz LED branca (6500 K) com densidade de 

fluxo de fótons de 100, 50 e 10 μmol/(m2.s) e luz LED azul (45 μmol/(m2.s)). 

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

melanina. 

 

4.8 Recuperação da pululana e biomassa  

Ao término de cada experimento, o caldo de fermentação foi colocado em tubo Falcon 

de 50 mL previamente tarado e centrifugado a 2860xg a 20 °C por 10 minutos (centrífuga 

a) b) c) 

Fonte: Autoria própria 
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HITACHI CF15RN Himac). O sobrenadante foi colocado em outro tubo Falcon (50 mL) 

para posteriormente ser retirada alíquota de 5 mL de amostra. Esta alíquota 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; após este período, a mistura foi centrifugada 

a 2860xg a 20 °C por 10 minutos (centrífuga HITACHI CF15RN Himac), o sobrenadante 

foi descartado e a pululana recuperada dentro do tubo Falcon foi seca em estufa de 

recirculação de ar a 50 °C até massa constante. A concentração de pululana foi determinada 

por diferença de massa.  

A concentração de biomassa determinou-se por medida de massa seca. Para isso, as 

células recuperadas no primeiro tubo Falcon mencionado acima foram lavadas com água 

destilada e centrifugadas novamente a 2860xg a 20 °C por 10 minutos (centrífuga HITACHI 

CF15RN Himac). Depois, o tubo foi colocado em uma estufa com ar recirculante a 50 °C 

até massa constante. A concentração de biomassa foi determinada por diferença de massa. 

 

4.9 Análise estatística 

Exceto com relação ao planejamento Box-Behnken, os resultados dos experimentos 

foram expressos como média ± desvio padrão (DP) das amostras em triplicata. A análise 

estatística foi realizada por teste de Tukey com auxílio do software Statistica 13 (TIBCO 

software Inc., EUA). 

 

4.10 Cálculo da razão mássica C/N 

A razão mássica C/N determinou-se em função da porcentagem em massa de carbono 

na molécula de glicose e da porcentagem de nitrogênio total fornecida pelo fabricante do 

extrato de levedura, a qual era de 10% (informação obtida no rótulo 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 três, determinou-se que 40% da massa total de uma 

solução de glicose esta constituída por carbono. 

 

4.11 Caracterização do sobrenadante e da pululana recuperada. 

4.11.1 Determinação da concentração de glicose no sobrenadante 

A concentração de glicose no sobrenadante foi determinada por Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência (HPLC). As amostras foram diluídas e posteriormente filtradas em 

membranas de 0,22 μm (MF-Millipore TM, Merk, Alemanha). Em seguida, as amostras foram 
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injetadas em um cromatógrafo Agilent Technology 1200 series (Agilent Technologies, Inc., 

EUA), sendo utilizadas as seguintes condições: coluna BIO-RAD AMINEX HPX-87H (300 

X 7,8 mm) mantida à temperatura de 45 °C; volume de injeção de 20 μL; detector de índice 

de refração RID 6A; fase móvel H2SO4 0,01 N e fluxo de 0,6 mL/min. 

 

4.11.2 Viscosidade aparente do sobrenadante 

A viscosidade aparente (μa) das amostras de sobrenadante foi determinada empregando 

um viscosímetro rotacional Rheocalc T1.2.19 (Brookfield Engineering Labs Inc., EUA) com 

temperatura controlada (25 ± 0,3 °C). Antes de começar a medição, o Spindle (SC4-18) foi 

submerso no sobrenadante até atingir o equilíbrio térmico e as medidas foram registradas em 

intervalo de 30 segundos, aumentando a taxa de cisalhamento de 20 a 150 s-1. 

Também foi determinado o comportamento reológico das amostras de sobrenadante 

usando a Lei da Potência de Ostwald-de Waele (Equação 1). 

 

𝜏 = 𝑘𝛾𝑛 (1) 

 

Em que 

𝜏 : Tensão de cisalhamento (Pa) 

𝛾 : Taxa de cisalhamento (s-1) 

𝑘 : Índice de consistência (Pa.sn) 

𝑛 : índice de comportamento de fluido (sem dimensão).  

 

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

comportamento pseudoplástico. 

 

4.11.3 Análise 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 resolução de número de ondas variável de 4000 a 400 cm-1, 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 potássio (KBr) em pó, sendo submetidas a secagem 

em dessecador a 50 °C sob pressão reduzida antes de serem analisadas. A pululana obtida 

nos experimentos foi comparada com pululana comercial grau farmacêutico (Dinaco, Rio de 

Janeiro, Brasil).  
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4.11.4 Análise RNM1H da pululana 

A composição química da pululana recuperada foi avaliada por Ressonância Magnética 

Nuclear de Hidrogênio (RMN1H) em um espectrômetro Varian modelo Mercury 300 (LOQ-

EEL-USP). Para as caracterizações, utilizou-se 10 mg de amostras solubilizada em 1 mL de 

DMSO-d6. A pululana obtida nos experimentos foi comparada com a pululana comercial 

grau farmacêutico (Dinaco, Rio de Janeiro, Brasil).  

 

4.11.5 Quantificação 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 solução aquosa de 12 g/L 

de pululana e a absorbância foi lida no espectrofotômetro (Eppendorf BioSpectrometer 

Kinetic, Alemanha) a 540 nm, utilizando água destilada como branco. A quantidade de 

melanina em cada amostra foi reportada como Unidade de Absorbância por grama de 

pululana (UA540nm/g de pululana). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Produção de pululana a partir de meio baseado em glicose comercial empregando 

a levedura Aureobasidium pullulans LB83 

5.1.1 Avaliação das condições de cultivo empregando planejamento de experimentos 

do tipo Box-Behnken 

Procedeu-se a um planejamento experimental do tipo Box-Behnken para avaliação do 

efeito do pH inicial do meio e das concentrações de glicose e extrato de levedura na produção 

de pululana empregando a levedura selvagem A. pullulans LB83. Estes experimentos foram 

realizados em frascos Erlenmeyer expostos à luz branca fluorescente do laboratório 

(densidade de fluxo de fótons incidentes sobre os frascos: 3 μmol/(m2.s)). A Tabela 5 

apresenta os valores obtidos no processo em 96h de fermentação. 

 

Tabela 5 ‒ Matriz do planejamento de experimentos Box-Behnken com triplicata no ponto central (valores 

codificados entre parêntesis) com variáveis independentes (concentração de glicose, concentração de extrato 

de levedura e pH inicial), razão mássica C/N e variáveis respostas de cada ensaio. Dados correspondentes a 

96h de processo. Concentração de inóculo (g/L): 1,16 ± 0,01. 

Fonte: Autoria própria. 

Observa-se na Tabela 5 que os máximos valores de concentração de pululana (42,10 

g/L) e biomassa (24,40 g/L) foram obtidas nas condições do ensaio N° 10, no qual o pH 

inicial era 6,00 e a razão C/N de 84 (105 g/L de glicose e 5 g/L de extrato de levedura). Com 

o aumento na razão 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 concentração de biomassa registrada). 

Contudo, os ensaios N° 9 e N° 10 apresentaram aproximadamente a razão mássica 

produto:biomassa de 1:0,5. Uma razão mássica 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 

N° 

Ensaio 

Fatores 

C/N 

Variáveis resposta 

Concentração 

de glicose (g/L) 

Concentração 

de extrato de 

levedura (g/L) 

pH inicial 

Concentração 

de pululana 

(g/L) 

Concentração 

de biomassa 

(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) 5,00 (+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 
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reduzir a produção de pululana em relação à biomassa, embora os ensaios tenham sido 

realizados em condições semelhantes de glicose e extrato de levedura em comparação aos 

ensaio  N° 9 e N° 10, respectivamente. 

Pode-se observar também a produção de 14,08 g/L de pululana (menor valor registrado 

no experimento) e 16,71 g/L de biomassa nas condições do ensaio N° 7 (relação 

produto:biomassa de 1:1,19), tendo sido utilizada uma razão C/N de 93 e pH inicial de 8,00. 

Com a razão mássica 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 razão produto:biomassa de 1:0,65. 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise estatística e os efeitos das variáveis 

estudadas na produção de pululana e biomassa são apresentados na Tabela 6. 

 

Tabela 6 ‒ Efeito estimado, erro padrão (EP) e p-valor para as respostas concentração de pululana e de 

biomassa obtidos pela análise estatística dos resultados do planejamento experimental Box Behnken. 

a significativo a 95% de confiança, b significativo a 90% de confiança. 

Fonte: Autoria própria. 
 

Conforme mostrado na Tabela 6, observa-se que a variável concentração de extrato de 

levedura apresentou efeito linear positivo significativo (p<0,05) tanto para concentração de 

pululana, quanto para produção de biomassa. Assim, o aumento da concentração 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 concentração de pululana e biomassa, respectivamente. De fato, o 

extrato de levedura é uma fonte de nitrogênio e outros micronutrientes que pode promover 

a formação de biomassa e, consequentemente, maior atividade de síntese do biopolímero 

(SINGH; KAUR, 2019). Efetivamente, maiores teores de pululana têm sido obtidas em 

culturas suplementadas com extrato de levedura em comparação ao uso de (NH4)2SO4 

(GÖKSUNGUR; UZUNOĞULLARI; DAĞBAĞLI, 2011; HAMIDI et al., 2019). De fato, 

o uso de fontes de nitrogênio orgânico como o extrato de levedura e bagaço de soja tem 

Variável 

Concentração de pululana 

(g/L)  

Concentração de biomassa 

(g/L) 

Efeito EP p   Efeito EP p  
Média 25,55 ± 1,12 0,00 a 

 16,47 ± 0,59 0,00 a 

(𝑋1) Concentração de Glicose -0,94 ± 2,75 0,75   -0,49 ± 1,45 0,75  
(𝑋2) Concentração de Extrato de levedura 11,27 ± 2,75 0,01 a  7,92 ± 1,45 0,00 a 

(𝑋3) pH inicial -15,40 ± 2,75 0,00 a  -1,71 ± 1,45 0,29  

𝑋1𝑋2  -4,72 ± 3,90 0,28   -4,85 ± 2,06 0,07 b 

𝑋1𝑋3 2,89 ± 3,90 0,49   0,33 ± 2,06 0,88  

𝑋2𝑋3 -4,76 ± 3,90 0,28   -3,71 ± 2,06 0,13  

𝑋1
2 7,22 ± 2,03 0,02 a  0,73 ± 1,07 0,52  

𝑋2
2 5,70 ± 2,03 0,04 a  0,80 ± 1,07 0,49  

𝑋3
2 2,19 ± 2,03 0,33   1,47 ± 1,07 0,23  
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demostrado melhorar a produção de pululana (SEO et al., 2004; SINGH; KAUR; 

KENNEDY, 2019). 

Por outro lado, a variável pH mostrou ter um efeito linear negativo significativo 

(p<0,05) para produção de pululana, com uma redução média 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 os ensaios 

N° 7, N° 8, N° 11 e N° 12 resultaram em menor conteúdo de pululana quando comparados 

com os ensaios N° 5, N° 6, N° 9 e N° 10,  particularmente quando se comparam condições 

de processos semelhantes (concentração de glicose e de extrato de levedura) e variando 

apenas o valor de pH.  

Conforme Tabela 6, os efeitos quadráticos das variáveis concentração de glicose e de 

extrato de levedura apresentaram influência significativa (p<0,05) positiva sobre a produção 

de pululana, assim como, a interação entre as variáveis concentração de glicose e 

concentração de extrato de levedura resultou em um efeito negativo significativo (p<0,10) 

para produção de biomassa, sendo estes efeitos melhor compreendidos pelo traçado de 

superfícies de resposta, conforme discutido a seguir. 

 

5.1.2 Analise de Variância (ANOVA) e superfície de resposta para modelo empírico 

de concentração de pululana em função das variáveis estudadas 

A Tabela 7 apresenta a análise de variância para um modelo quadrático de produção de 

pululana em função das variáveis concentração de glicose, concentração de extrato de 

levedura e pH inicial. Trata-se de modelo reduzido, do qual foram excluídas variáveis não 

significativas (p>0,10), exceto se necessárias para manutenção de hierarquia do modelo. 

 

Tabela 7 ‒ ANOVA para um modelo quadrático reduzido para produção de pululana (g/L) em função das 

variáveis: concentração de glicose, concentração de extrato de levedura e pH inicial. 

a significativo a 95% de confiança. 

Fonte: Autoria própria. 

Fonte de variação 

Soma de 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática F p-valor 

Modelo 1008,87 5 201,77 12,36 0,0008 a 

(𝑋1) Concentração de Glicose 1,75 1 1,75 0,1071 0,7510 

(𝑋2) Concentração Extrato de levedura 254,03 1 254,03 15,56 0,0034 a 

(𝑋3) pH - inicial 474,01 1 474,01 29,03 0,0004 a 

𝑋1
2 184,81 1 184,81 11,32 0,0083 a 

𝑋2
2 113,54 1 113,54 6,95 0,0270 a 

Resíduo 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    
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Conforme mostrado na Tabela 7, o modelo ajustado foi significativo (p<0,05), sem falta 

de ajuste significativa (p>0,10). Seu valor de R2 foi de 0,87, com R2
ajustado de 0,80. Assim, o 

modelo foi considerado adequado e é apresentado na Equação 2. 

 

𝐶𝑃 (𝑔/𝐿) =  5,18 + 1,20𝑋1 + 11,11𝑋2 − 7,70𝑋3 − 0,006𝑋1
2 − 1,38𝑋2

2 (2) 

 

Em que: 

CP : Concentração de pululana (g/L) 

𝑋1  : Concentração de glicose (g/L)  

𝑋2   : Concentração de extrato de levedura (g/L) 

𝑋3   : pH inicial 

 

Com a equação do modelo, foi possível traçar as superfícies de resposta da Figura 8, as 

quais possibilitam melhor visualização dos efeitos das variáveis estudadas. 

Pode-se notar na Figura 8 que a produção de pululana foi máxima em concentrações 

intermediárias de glicose e extrato de levedura (Figura 8a,b), considerando-se as faixa de 

valores estudada. Este comportamento estaria relacionado com a razão mássica C/N, que, 

por sua vez, influi tanto na quantidade de biomassa e de pululana quanto na qualidade e 

características 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 razão mássica C/N estava entre 184 e 92, enquanto que, quando foi utilizada uma 

razão C/N de 30, houve uma redução de 60% na produção de pululana. No entanto, naquele 

trabalho, uma elevada razão C/N (369) resultou uma redução de 60% na produção de 

pululana, isto causado pelo esgotamento da fonte de nitrogênio, produzindo assim uma baixa 

concentração de biomassa para síntese do biopolímero.  

Na Figura 8a,b pode-se observar também que, quando mantida a concentração de 

glicose em 105 g/L (pH inicial 7,00), a quantidade de pululana estimada pelo modelo diminui 

tanto com o aumento da concentração de extrato de levedura (>4,5 g/L) quanto pela redução 

deste componente (<3,5 g/L). Por exemplo, a redução na concentração de extrato de levedura 

(de 5 para 1 g/L) causou uma queda aproximado de 37% na produção 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 ‒ Superfícies de resposta (a, c, e) e curvas de nível (b, d, f) para concentração de pululana (g/L) em 

função de: (a,b) concentração de glicose e de extrato de levedura (para pH inicial de 7,00); (c,d) concentração 

de glicose e pH inicial (concentração de extrato de levedura de 3,00 g/L); (e,f) concentração de extrato de 

levedura e pH inicial (concentração de glicose de 105 g/L). 

  
a) b) 

c) d) 

e) f) 

Fonte: Autoria própria 
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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 produção de pululana decresce com o incremento 

da concentração de extrato de levedura. 

Com relação à variável pH (Figura 8), valores menores que 7,00 favoreceram a produção 

de pululana (Figura 8c,d,e,f). De fato, as pesquisas relatam ser a produção 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 

et al., 2014; XIA; WU; PAN, 2011; YADAV; RAHI; SONI, 2014). Valores de pH menores 

que 4,50, por outro lado, promovem a formação de biomassa, reduzindo a produção do 

biopolímero (SHINGEL, 2004; SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017b). Também se 

observou produção de pululana nos ensaios cujo pH inicial era 8,00. Embora tenha sido 

pouco reportada na literatura a produção deste exopolissacarídeo nesse valor de pH, a 

presença de formas unicelulares junto com às formas filamentosas poderia ter possibilitado 

este resultado (CATLEY, 1971a; FINLAY, 1987; PRAJAPATI; JANI; KHANDA, 2013) . 

 

5.1.3 Análises de Variância (ANOVA) e superfície de resposta para modelo empírico 

de concentração de biomassa em função das variáveis estudadas 

Um modelo empírico para a concentração de biomassa em função das variáveis 

concentração de glicose, concentração de extrato de levedura e pH inicial do meio de cultura 

foi proposto, sendo feita a análise de variância para o modelo composto (Tabela 8). Para a 

composição deste modelo, do mesmo modo como foi efetuado para a variável resposta 

concentração de pululana, os coeficientes de baixa significância foram excluídos da equação, 

exceto se necessários para manutenção de hierarquia. 

 

Tabela 8 ‒ ANOVA para um modelo reduzido com interação de dois fatores para produção de biomassa (g/L) 

em função das variáveis: concentração de glicose, concentração de extrato de levedura e pH inicial. 

a significativo a 95% de confiança, b significativo a 90% de confiança. 

Fonte: Autoria própria. 
 

Fonte de variação 

Soma de 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática F p-valor 

Modelo 169,10 5 33,82 9,46 0,0022a 

(𝑋1) Concentração de Glicose 0,4680 1 0,4680 0,1309 0,7258 

(𝑋2) Concentração Extrato de levedura 125,57 1 125,57 35,13 0,0002 a 

(𝑋3) pH - inicial 5,85 1 5,85 1,64 0,2329 

𝑋1𝑋2 23,43 1 23,43 6,55 0,0307 a 

𝑋2𝑋3 13,78 1 13,78 3,86 0,0812 b 

Resíduo 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    
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O modelo composto proposto foi significativo (p<0,05), com falta de ajuste não 

significativa (p>010). Seus valores de R2 e R2
ajustado foram 0,84 e 0,75, respectivamente. 

Assim, o modelo (Equação 3) foi considerado adequado para traçar as superfícies de 

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

 
𝐶𝐵  (𝑔/𝐿)  = −12,75 + 0,10𝑋1 + 12,11𝑋2 + 1,93𝑋3 − 0,03𝑋1𝑋2 − 0,93𝑋2𝑋3 (3) 

 

Onde  

CB : Concentração de biomassa (g/L) 

𝑋1  : Concentração de glicose (g/L)  

𝑋2  : Concentração de extrato de levedura (g/L) 

𝑋3  : pH inicial 

 

Conforme se observa na Figura 9a,b, um meio de cultura com baixas concentrações de 

glicose (<120 g/L) e alta concentração de extrato de levedura (>5 g/L) resultou em um 

aumento da concentração de células. Este resultado pode ser atribuído à razão mássica C/N, 

que, quando diminuída, direcionou o fluxo metabólico para formação dos blocos 

construtores da célula (CAMPBELL; MCDOUGALL; SEVIOUR, 2003). Este 

comportamento foi observado quando fixado o pH inicial em 6,00, e reduzida a razão 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 produção 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 razão C/N (de 560 no ensaio N° 2 

para 56 no ensaio N° 3), incrementou-se em 28% a produção 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 produção de biomassa, quando a cepa LB83 

cresceu em um meio com pH inicial de 8,00 e a razão C/N foi diminuída de 420 (ensaio N° 

11) para 84 no ensaio N° 12. Contudo, houve condições nas quais a concentração de 

biomassa manteve-se quase constante, tanto com o aumento quanto com a redução da razão 

mássica 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 já fora reportado, a produção de biomassa dependera da razão C/N, enquanto que 

a forma morfológica será dependente de outros fatores como o pH, a temperatura 

componentes do meio de cultivo (SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017b). 
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Figura 9 ‒ Superfícies de resposta (a, c, e) e curvas de nível (b, d, f) para concentração de biomassa (g/L) em 

função de: (a,b) concentração de glicose e de extrato de levedura (para pH inicial de 7,00); (c,d) concentração 

de glicose e pH inicial (concentração de extrato de levedura de 3,00 g/L); (e,f) concentração de extrato de 

levedura e pH inicial (concentração de glicose de 105 g/L). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

a) b) 

c) d) 

e) f) 

Fonte: Autoria própria. 
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Assim, a variável pH estaria influenciando a produção da biomassa e da pululana como 

consequência da variação morfológica 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 máxima 

concentração de biomassa em pH 2,50, enquanto que a máxima produção de pululana foi 

atingida em pH 5,50 (XIA; WU; PAN, 2011); em outro estudo, a produção do 

exopolissacarídeo, assim como da biomassa, por A. pullulans RYLF-10, foram atingidos em 

pH 5,00 (YADAV; RAHI; SONI, 2014). Diversas pesquisas apontam que, na faixa de pH 

entre 5,00 a 8,00, as estruturas morfológicas intermediarias se apresentam como células 

“inchadas”, blastosporos e pseudo-hifas que, dependendo da linhagem e das condições de 

cultura, poderiam estar em proporções diferentes, assim como algumas mostrariam 

capacidade de síntese de pululana (BERMEJO et al., 1981b; CATLEY, 1980; RONEN; 

GUTERMAN; SHABTAI, 2002; XIA; WU; PAN, 2011). Na Figura 9c,d, mostra-se que a 

máxima produção de biomassa aconteceu entre a faixa de pH 6,20 e 7,20, quando mantida a 

concentração de glicose em 100 g/L, sugerindo que há presença de formas intermediarias 

com capacidade de síntese de pululana (Figura 8c,d,e,f). Na Figura 10 apresentam-se as 

estruturas morfológicas produzidas pelo A. pullulans LB83 em um meio de cultura com 

razão 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 razão mássica 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 presença de: a) estruturas unicelulares (clamidósporo, blastosporo e célula 

“inchada”), b) pseudo-hifa e c) hifa. Microscópio óptico com fator de magnificação de 400x.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

a) b) c) 
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5.1.4 Otimização da produção de pululana por A. pullulans LB83 

Com a finalidade de maximizar a produção de pululana, procedeu-se com à otimização, 

tendo como base o modelo composto (seção 5.1.2). As condições ótimas foram determinadas 

empregando-se ferramenta específica de otimização numérica do programa Desing-Expert 

12 (Stat-Ease, Inc., EUA), colocando-se como critério a maximização da concentração de 

pululana dentro da faixa de valores estudada para as variáveis concentração de glicose, 

concentração de extrato de levedura e pH inicial. 

Nas condições otimizadas, os experimentos de validação do modelo foram realizados 

em triplicata. O ponto ótimo para cada variável independente, assim como os resultados 

previstos pelo modelo e os obtidos nos experimentos de validação são apresentados na 

Tabela 9.  

 

Tabela 9 ‒ Condições otimizadas de produção de pululana, resultados previstos pelos modelos empíricos para 

produção de pululana e biomassa e resultados obtidos em dois experimentos de validação realizados, cada um, 

em triplicata por 96h de processo e com razão C/N correspondente a 103,31. 

Condições ótimas   
Resultado previsto (média ± 

intervalo de confiança 95%) 
  

Resultado obtido (média ± 

desvio padrão) 

Concentração 

de glicose 

(g/L) 

Concentração 

de extrato de 

levedura (g/L) 

pH 

inicial  

Concentração 

de pululana 

(g/L) 

Concentração 

de biomassa 

(g/L)  

Concentração 

de pululana 

(g/L) 

Concentração 

de biomassa 

(g/L) 

103,83 4,02 6,0   43,41 ± 5,22 20,74 ± 2,30   21,81 ± 1,05a 14,45 ± 0,86a 

       16,63 ± 0,75b 17,50 ± 0,81b 
a Primeiro experimento, b segundo experimento. 

Fonte: Autoria própria. 

 

Durante o processo de validação 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 à falta de reprodutibilidade, não foi possível validar o modelo 

matemático. Efetivamente, diversas pesquisas indicam variação de resultados com cepas de 

A. pullulans, apontando como possível motivo da variação de suas características 

polimórficas e natureza instável, susceptível de variações ambientais, de processo ou de 

meio de cultura (LI et al., 2015). 

Em função da grande variabilidade experimental, foram avaliadas outras linhagens de 

A. pullulans para a produção de pululana, conforme discutido a seguir. 
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5.2 Avaliação de diferentes cepas de A. pullulans para produção de pululana em meio 

baseado em glicose 

Em função da instabilidade observada nos resultados obtidos com a cepa A. pullulans 

LB83, dificultando a reprodutibilidade dos experimentos, foi realizada uma seleção de cepas 

alternativas com potencial para produção de pululana. Para isto, três 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 formação do biopolímero e a concentração de biomassa obtida, 

assim como o pH final do meio de cultivo, a cada 24h, até o termino do processo 

fermentativo (120h). As condições de cultivo foram as empregadas por Terán-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)2SO4. 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 

condições de processo fermentativo, e são apresentados na Figura 11 

 

Figura 11 ‒ Perfil cinético de formação de pululana, biomassa e pH final obtidos no cultivo com as cepas a) 

A. pullulans LB83, b) A. pullulans 15.2, c) A. pullulans ATCC 42023 e d) A. pullulans ATCC 9348. 

Concentração de inoculo: 1 g/L. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 

c) d) 

Fonte: Autoria própria. 
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 Conforme mostrado na Figura 11, a maior concentração 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 máxima produção 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 máxima produção (6,6 g/L) em 96h.  

Com relação à produção de biomassa, a cepa A. pullulans 15.2 resultou na maior 

concentração (12,45 ± 0,35 g/L) ao término das 120h de fermentação. Foi observado um 

declínio 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 queda no valor de pH 

já foi reportada na literatura e está associada com dois fenômenos principalmente. O 

primeiro trata-se da produção de metabólitos de natureza ácida como o ácido polimálico 

(XIA et al., 2017) e/ou a liamocina (um tipo de lipídeo poliol) (PRICE et al., 2013; SAUR 

et al., 2019); o segundo fenômeno está relacionado ao consumo de compostos nitrogenados, 

promovendo a liberação de prótons que, quando acumulados no meio de cultura, terminam 

por o acidificar (BULMER; CATLEY; KELLY, 1987). 

O comportamento da produção de pululana realmente varia bastante com o emprego de 

diferentes cepas de A. pullulans nas mais diversas condições. De fato, a quantidade e 

qualidade da pululana estará determinada pela linhagem assim como a suas características 

morfológicas, tolerância às condições de fermentação e configuração de processo (CHEN et 

al., 2019b; SUGUMARAN et al., 2013; TERÁN-HILARES et al., 2017; WU et al., 2016). 

Com relação às condições e ao meio de cultivo, por exemplo, o uso do melaço 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, Terán-Hilares et al. (2017) observaram o efeito positivo da utilização de luz 

LED azul na inibição da produção concomitante de melanina quando utilizando a cepa de A. 

pullulans LB83 e meio baseado em hidrolisado hemicelulósico de bagaço de cana-de-açúcar.   

A cepa LB83 embora tenha apresentado uma melhor performance com relação às outras 

linhagens, não foi utilizada nesta pesquisa por causa da instabilidade mostrada (seção 5.1.4). 

Desta forma, considerou-se continuar os experimentos com a cepa A. pullulans ATCC 

42023, por apresentar maior produção de biopolímero com relação à produção de biomassa, 

em 96h de processo. 
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5.3 Produção de pululana a partir de meio baseado em glicose comercial empregando 

a levedura Aureobasidium pullulans ATCC 42023 

5.3.1 Avaliação das condições de cultura empregando planejamento de experimentos 

do tipo Box-Behnken 

Os ensaios de fermentação submersa com a levedura selvagem A. pullulans ATCC 

42023 foram realizados de acordo com as seções 4.1 e 4.2, procedendo-se à avaliação dos 

efeitos do pH inicial do meio de cultura e das concentrações de glicose e extrato de levedura 

sobre a produção de pululana. A otimização da produção de pululana foi realizada 

empregando-se planejamento experimental tipo Box-Behnken, em conjunto com a 

metodologia de superfície de resposta. Os resultados obtidos no planejamento experimental 

são apresentados na Tabela 10. 

 

Tabela 10 ‒ Matriz do planejamento de experimentos Box-Behnken com triplicata no ponto central (valores 

codificados entre parêntesis) com variáveis independentes (concentração de glicose, concentração de extrato 

de levedura e pH inicial), razão mássica C/N e variáveis resposta de cada ensaio. Dados correspondentes a 96h 

de processo. Concentração de inóculo (g/L): 1,32 ± 0,74. 

Fonte: Autoria própria. 

 

De acordo com os resultados obtidos, a máxima produção de pululana (37,70 g/L) foi 

atingida nas condições do ensaio N° 6, com uma razão C/N de 187 e pH inicial de 6,00, 

resultando em razão mássica 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 razão C/N em 187 (condição semelhante 

à do ensaio N° 6), no ensaio N° 8 registrou-se um decréscimo de cerca 68% na produção de 

pululana, embora a produção de biomassa tenha sido similar (Tabela 10). 

N° 

Ensaio 

Fatores 

C/N 

Variáveis resposta 

Concentração 

de glicose (g/L) 

Concentração 

de extrato de 

levedura (g/L) 

pH inicial 

Concentração 

de pululana 

(g/L) 

Concentração 

de biomassa 

(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) 5,00 (+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 
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Quando o pH inicial foi mantido em 8,00 e a razão C/N reduzida para 84 (ensaio N° 12), 

foi obtida uma concentração de 9,5 g/L de pululana (menor valor obtido na série de 

experimentos) e 21,61 g/L de biomassa. A máxima produção de biomassa (22,96 g/L), por 

sua vez, foi registrada no ensaio N° 10, com pH inicial de 6,00 e uma relação C/N de 84; na 

mesma condição de pH (6,00) e elevando-se para 420 a razão C/N, observou-se uma redução 

em torno de 67,38% na formação de biomassa no ensaio N° 9 (7,49 g/L), quando comparada 

com a máxima produção. 

Visando a identificar os efeitos das variáveis estudadas sobre a produção de pululana e 

biomassa, os resultados apresentados na Tabela 10 foram submetidas à análise estatística de 

significância de efeitos (Tabela 11). 

 

Tabela 11 ‒ Efeito estimado, erro padrão (EP) e p-valor para as respostas concentração de pululana e de 

biomassa obtidos pela análise estatística dos resultados do planejamento experimental Box Behnken. 

a significativo a 95% de confiança, b significativo a 90% de confiança. 

Fonte: Autoria própria. 
 

A variável pH inicial apresentou efeito linear negativo significativo (p<0,05) para 

produção de pululana (Tabela 11). Assim, a linhagem ATCC 42023 mostrou um decréscimo 

médio na produção de pululana de 17,23 g/L quando o nível de pH inicial foi elevado de 

6,00 para 8,00, embora este incremento no pH tenha favorecido a produção de biomassa em 

aproximadamente 1,97 g/L. 

De fato, os resultados experimentais apontam uma redução na produção de pululana 

atribuída ao incremento do pH inicial, sendo que a redução da capacidade de síntese de 

pululana ocorreu de forma proporcional ao aumento da concentração de biomassa (~38%) 

entre os ensaios N° 5 e N° 7 (Tabela 10).  

Conforme apesentado na Tabela 11, quando houve um incremento na concentração de 

extrato de levedura de 1,00 g/L para 5,00 g/L, a produção de biomassa apresentou um 

aumento significativo (p<0,05), com valor médio de 10,72 g/L. Porém, o incremento da 

Variável 

Concentração de pululana 

(g/L)  

Concentração de biomassa 

(g/L) 

Efeito EP p   Efeito EP p  
Média 18,45 ± 0,82 0,00 a  16,44 ± 0,46 0,00 a 

(𝑋1) Concentração de Glicose 4,89 ± 2,01 0,06 b 
 0,45 ± 1,14 0,71  

(𝑋2) Concentração de Extrato de levedura -4,28 ± 2,01 0,09 b  10,72 ± 1,14 0,00 a 

(𝑋3) pH inicial -17,23 ± 2,01 0,00 a  1,97 ± 1,14 0,14  

𝑋1𝑋2  1,01 ± 2,85 0,74 
 

 2,36 ± 1,61 0,20 
 

𝑋1𝑋3 -8,86 ± 2,85 0,03 a  -2,93 ± 1,61 0,13  

𝑋2𝑋3 3,00 ± 2,85 0,34 
 

 -2,44 ± 1,61 0,19  

𝑋1
2 5,66 ± 1,48 0,01 a  1,24 ± 0,84 0,20  

𝑋2
2 6,29 ± 1,48 0,01 a  3,34 ± 0,84 0,01 a 

𝑋3
2 -0,01 ± 1,48 0,99  

 1,17 ± 0,84 0,22  
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concentração da fonte de nitrogênio de 1,00 g/L para 5,00 g/L afetou significativamente 

(p<0,10) a produção de pululana, com redução média de 4,28 g/L. 

A análise estatística da produção de pululana (Tabela 11) revelou ainda que a variável 

concentração de glicose apresentou efeito linear positivo significativo (p<0,10) para a 

concentração obtida deste biopolímero, resultando em um aumento médio de 4,28 g/L de 

pululana com o aumento de 70 para 140 g/L de concentração inicial de glicose no meio. Do 

mesmo modo, verificou-se a existência de uma relação inversa entre as variáveis 

concentração de glicose e concentração de extrato de levedura na produção de pululana, 

embora a interação destas varáveis não tenha sido significativa (p>0,10) para a concentração 

do biopolímero. No entanto, quando o pH inicial foi mantido em 7,00 e a concentração 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 conteúdo de pululana (de 15,14 g/L para 

15,70 g/L). Nas mesmas condições experimentais (pH 7,00 e concentração de glicose de 140 

g/L) e alteração apenas do conteúdo 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 interação entre a concentração de glicose e o pH inicial (Tabela 11) 

do meio apresentaram influência significativa (p<0,05) negativa para produção de pululana. 

Por sua vez, os efeitos quadráticos das variáveis concentração de glicose e concentração de 

extrato de levedura apresentaram influência significativa (p<0,05) positiva sobre a produção 

de pululana, observando-se também um efeito quadrático positivo significativo (p<0,05) da 

concentração de extrato de levedura na produção de biomassa. Estes efeitos são melhor 

compreendidos quando traçadas as superfícies de resposta, conforme discussão a seguir. 

 

5.3.2 Análise de Variância (ANOVA) e superfície de resposta para modelo empírico 

de concentração de pululana em função das variáveis estudadas 

A análise de variância apresentada na Tabela 12, para um modelo quadrático de 

produção de pululana em função das variáveis concentração de glicose, concentração de 

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

termos lineares, quadráticos e de interação cujo p-valor foi significativos (p<0,05). 
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Tabela 12 ‒ ANOVA para um modelo quadrático reduzido para produção de pululana (g/L) em função das 

variáveis concentração de glicose, concentração de extrato de levedura e pH inicial. 

a significativo a 95% de confiança. 

Fonte: Autoria própria. 
 

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

(Tabela 12), apresentando alto valor de R2 (0,95) e R2
ajustado (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 + 1,93𝑋1 + 8,37𝑋2 + 4,68𝑋3 − 0,13𝑋1𝑋3 − 0,005𝑋1
2 − 1,57𝑋2

2 (4) 

 

CP : Concentração de pululana (g/L) 

𝑋1  : Concentração de glicose (g/L)  

𝑋2   : Concentração de extrato de levedura (g/L) 

𝑋3   : pH inicial 

 

Com a finalidade de uma melhor visualização dos efeitos ocasionados pelas variáveis 

estudadas sobre a produção de pululana, foram traçadas as superfícies de resposta utilizando 

a Equação 4 (Figura 12). 

 

  

Fonte de variação 

Soma de 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática F p-valor 

Modelo 1005,26 6 167,54 26,51 <0,0001a 

(𝑋1) Concentração de Glicose 47,73 1 47,73 7,55 0,0251a 

(𝑋2) Concentração Extrato de levedura 36,55 1 36,55 5,78 0,0428a 

(𝑋3) pH - inicial 593,75 1 593,75 93,96 <0,0001a 

𝑋1𝑋3 78,50 1 78,50 12,42 0,0078a 

𝑋1
2 119,20 1 119,20 18,86 0,0025a 

𝑋2
2 147,19 1 147,19 23,29 0,0013a 

Resíduo 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    
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Figura 12 ‒ Superfícies de resposta (a, c, e) e curvas de nível (b, d, f) para concentração de pululana (g/L) em 

função de: (a,b) concentração de glicose e de extrato de levedura (para pH inicial de 7,00); (c,f) concentração 

de glicose e pH inicial (concentração de extrato de levedura de 3,00 g/L); (e,f) concentração de extrato de 

levedura e pH inicial (concentração de glicose 105 g/L). 

  
a) b) 

c) d) 

e) f) 

Fonte: Autoria própria 
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Conforme mostrado, houve similaridade de comportamento da linhagem ATCC 42023 

(Figura 12) à cepa LB83 (Figura 8), sendo que a máxima produção de pululana foi alcançada 

em concentrações intermediárias de glicose e extrato de levedura (Figura 12a,b), 

considerando-se a faixa de valores estudada. Como discutido anteriormente (seção 5.1.2) as 

características físico-químicas e de produção da pululana indicam uma intensa relação com 

a razão C/N, mostrando efetivamente que a produção de pululana e biomassa por parte da 

linhagem ATCC 42023 é susceptível ao conteúdo de carbono e nitrogênio (SUGUMARAN; 

PONNUSAMI, 2017b). 

Por sua vez, as Figuras 12c,d,e,f demostraram que valores menores de pH inicial 

contribuem para a síntese de pululana para A. pullulans ATCC 42023, de forma similar à 

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 após 

determinarem as condições ótimas de cultivo, as quais corresponderam a pH de 5,50 e 

concentração de sacarose de 50 g/L. No entanto, Gniewosz e Duszkiewicz-Reinhard (2008) 

ressaltam a importância do controle do pH no processo fermentativo como fator 

determinante da estrutura morfológica na produção de pululana e biomassa. 

 

5.3.3 Análise de Variância (ANOVA) e superfície de resposta para modelo empírico 

de concentração de biomassa em função das variáveis estudadas 

Um modelo de segundo grau em função da concentração de extrato de levedura foi 

considerado como adequado para descrever a produção de biomassa, o que foi verificado 

após eliminação dos termos não significativos (p>0,10). Os resultados da ANOVA são 

apresentados na Tabela 13. 

 

Tabela 13 ‒ ANOVA para um modelo quadrático reduzido para produção de biomassa (g/L) em função das 

variáveis: concentração de glicose, concentração de extrato de levedura e pH inicial. 

a significativo a 95% de confiança. 

Fonte: Autoria própria. 
 

Fonte de variação 

Soma de 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática F p-valor 

Modelo 267,32 2 133,66 31,36 <0,0001a 

(𝑋2) Concentração Extrato de levedura 229,89 1 229,89 53,94 <0,0001a 

𝑋2
2 37,43 1 37,43 8,78 0,0118a 

Resíduo 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    
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Segundo a Tabela 13, o modelo ajustado foi significativo (p<0,05), sem falta de ajuste 

significativa a 95% de confiança (p>0,05), com valores de R2 e R2
ajustado de 0,84 e 0,81, 

respetivamente. Assim, o modelo foi considerado adequado e é representado pela Equação 

5. 

 

𝐶𝐵  (𝑔/𝐿)  = 3,73 + 7,43𝑋2 − 0,79𝑋2
2 (5) 

 

Em que:  

CB : Concentração de biomassa (g/L) 

𝑋2  : Concentração de extrato de levedura (g/L) 

 

Com a equação do modelo, foi possível traçar uma curva de produção de biomassa 

(Figura 13), a qual possibilita melhor visualização do efeito da variável extrato de levedura. 

Desse modo, observa-se que a produção de biomassa foi fortemente influenciada pelo 

conteúdo de nitrogênio no meio de cultura, sendo que uma concentração de extrato de 

levedura inferior a 4 g/L resultou em uma redução na concentração celular.  

 

Figura 13 ‒ Produção de biomassa prevista pelo modelo de segundo grau (linha preta) e dados experimentais 

de concentração de biomassa (quadrado preto) apresentados na Tabela 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: Autoria própria. 
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De fato, o estudo realizado por Lin, Zhang e Thibault (2007) demostraram a 

susceptibilidade da produção de biomassa para a linhagem ATCC 42023 à quantidade de 

fonte de nitrogênio no meio. Sharma, Prasad e Choudhury (2013) atribuíram a variação da 

concentração celular ao tipo de fonte de nitrogênio, sendo que fontes orgânicas como licor 

de milho favoreceram significativamente a produção de biomassa e bioproduto em 

comparação ao nitrogênio de fonte inorgânica como (NH4)2SO4. 

 

5.3.4 Otimização da produção de pululana por A. pullulans ATCC 42023 

Visando a maximizar a produção de pululana pela A. pullulans ATCC 42023, procedeu-

se com à otimização baseando-se no modelo empírico mostrado na seção 5.3.2. Empregou-

se o software Desing-Expert 12 (Stat-Ease, Inc., EUA), utilizando sua ferramenta de 

otimização numérica dentro das faixas de valores estudadas, tendo como objetivo maximizar 

a produção de pululana em função das variáveis concentração de glicose, concentração de 

extrato de levedura e pH inicial. Em seguida, foram realizados experimentos em triplicata 

para a validação do modelo. As condições ótimas para a variável resposta, assim como os 

resultados previstos e os obtidos nos experimentos de validação, são apresentados na Tabela 

14. 

 

Tabela 14 ‒ Condições otimizadas para produção de pululana, resultados previstos pelos modelos empíricos 

para produção de pululana e biomassa e resultados obtidos em dois experimentos de validação realizados, cada 

um em triplicata com 96h de processo e com razão C/N correspondente a 189,82. 

a Primeiro experimento, b segundo experimento. 

Fonte: Autoria própria. 
 

Dois experimentos distintos foram realizados durante o processo de validação das 

condições ótimas. Em ambos casos, os valores médios das triplicatas (Tabela 14) mostraram 

resultados próximos ao previsto pelo modelo; porém, os resultados não possibilitaram a 

validação do modelo, embora, tenham apresentado maior estabilidade na produção de 

pululana quando comparados com os obtidos com a cepa LB83. Possivelmente, fatores como 

idade do inóculo e lote da fonte de nitrogênio seriam responsáveis pela variação nos 

resultados das pesquisas (GAUR et al., 2010b; HAMIDI et al., 2019; JIANG, 2010; 

Condições ótimas   
Resultado previsto (média ± 

intervalo de confiança 95%) 
  

Resultado obtido (média ± 

desvio padrão) 

Concentração 

de glicose 

(g/L) 

Concentração 

de extrato de 

levedura 

(g/L) 

pH 

inicial  

Concentração 

de pululana 

(g/L) 

Concentração 

de biomassa 

(g/L)  

Concentração 

de pululana 

(g/L) 

Concentração 

de biomassa 

(g/L) 

126,23 2,66 6,00   37,30 ± 3,72 17,94 ± 2,80   29,92 ± 0,28a 14,06 ± 0,43a 

       31,17 ± 1,43 b 11,49 ± 0,36 b 
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SUGUMARAN et al., 2014). Entretanto, a razão produto:biomassa média obtida foi de 

1:0,42 em 96h de processo, o que representou uma melhora de 44% na produção de pululana 

em relação à biomassa produzida com ATCC 42023 obtida por Lin, Zhang e Thibault (2007), 

a qual resultou em uma razão produto:biomassa de 1:0,79 (produto:biomassa) em 96h de 

processo. 

A partir da variação do teor de glicose no início e ao final do processo fermentativo, 

foram determinados os parâmetros de transformação 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 

condições ótimas do modelo empírico segundo experimento de validação, com 96h de processo. 

Yp/s: Fator de conversão de substrato em produto, Yx/s: Fator de conversação de substrato em células, Qp: 

Produtividade volumétrica em produto. 

Fonte: Autoria própria. 
 

Ao término do processo fermentativo(96h) no segundo experimento, foi determinada a 

concentração 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 

biopolímero. No entanto, estudos anteriores reportaram maior produção 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 produção de pululana e biomassa nas 

condições otimizadas até 144h de processo. Buscando investigar a tendência de maior 

produção de pululana em valores mais baixos de pH, conforme observado na avaliação do 

planejamento estatístico, foram realizados experimentos com 96h de processo em diferentes 

valores de pH inicial (Figura 14b). 

O aumento no tempo de fermentação para 144h resultou em um aumento médio de 50% 

na concentração de pululana quando comparado com o valor obtido em 96h de processo 

(Figura 14a). Por sua vez, a produção de biomassa alcançou um aumento aproximado de 

20% (16,97 ± 0,57 g/L observados em 144h de fermentação) em relação aos obtidos em 96h 

de processo (14,06 ± 0,43 g/L). Ao término das 144h de fermentação, a relação 

produto:biomassa foi de 1:0,38. De fato, o aumento no tempo de fermentação favoreceu o 

Concentração de 

pululana (g/L) 

Concentração de 

biomassa (g/L)  Yp/s (g/g) Yx/s (g/g) Qp g/(L.h) 

31,17 ± 1,43 11,49 ± 0,36   0,55 ± 0,05 0,18 ± 0,01 0,32 ± 0,01 
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processo de síntese do biopolímero. De forma similar, Lin, Zhang e Thibault (2007) 

observaram a máxima produção de pululana (16 g/L) com a cepa ATCC 42023 em 144h de 

processo. Contudo, tempos prolongados de fermentação poderiam ocasionar diminuição no 

conteúdo de pululana, causada pela hidrólise do biopolímero como resposta ao esgotamento 

da fonte de carbono (CAMPBELL; MCDOUGALL; SEVIOUR, 2003; ROUKAS; 

BILIADERIS, 1995). 

 

Figura 14 ‒ Experimentos realizados nas condições otimizadas de concentração de glicose (126,23 g/L) e 

concentração de extrato de levedura (2,66 g/L): a) Perfil cinético de formação de pululana e biomassa (pH 

inicial de 6,00), b) Produção de pululana e biomassa em 96h de processo em 3 diferentes níveis de pH inicial. 

 

Observa-se também que a máxima produção de pululana junto à menor concentração de 

biomassa foram atingidas quando o meio de cultura foi ajustado a um pH inicial de 5,00 

(Figura 14b). Nestas condições, 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 

conteúdo de pululana e a redução 33% na produção de biomassa quando comparado com os 

resultados obtidos nas condições ótimas do modelo com pH inicial de 6,00. Nota-se que, em 

96h de fermentação, a produção 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 redução no tempo de fermentação de 33,33%. 

Por conseguinte, mantendo-se as condições ótimas de concentração de glicose e 

concentração de extrato de levedura e ajustando o pH inicial para 5,00, ocorreu um 

favorecimento da produção de pululana para a cepa de A. pullulans ATCC 42023. Em outro 

Fonte: Autoria própria. 

a) b) 
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experimento, foi avaliada a produção 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 padrão) em frasco Erlenmeyer  sob luz branca 

fluorescente (3 μmol/(m2.s)), empregando as condições otimizadas de concentração de glicose (126,23 g/L) e 

concentração de extrato de levedura (2,66 g/L), variando pH inicial do meio de cultura (4,00; 5,00; 6,00) e 

tempo de fermentação (144 e 168h). Concentração de inóculo: 1,35 ± 0,02. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como discutido anteriormente, o incremento no tempo de processo favoreceu a síntese 

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 condições ótimos do modelo em 96h. 

Assim, os ensaios com 168h de processo e pH 5,00 e 6,00 apresentaram concentrações 

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 período de tempo. Realmente, estudos 

revelaram inibição de enzimas chave da produção de pululana quando o micro-organismo 

crescia em pH <4,00 (PAN et al., 2013). 

Com relação à produção de biomassa, esta aumentou com o decorrer do tempo, sendo 

registradas as máximas concentrações de biomassa empregando pH inicial 5,00 e 6,00 em 

168h de fermentação (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 análoga ao ocorrido com a produção de pululana 

em pH 4,00 e 168h, a produção de células foi limitada pelo pH inicial do meio de cultura. 

De forma geral, pH <4,00 afetam aos mecanismos metabólicos, reduzindo as atividades 

Fonte: Autoria própria. 
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enzimáticas 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 concentração de glicose residual no ensaio em 168h em 

comparação ao registado em 144h de processo, possivelmente resultado da hidrólise de β-

glucana (DAKE; JADHAV; PATIL, 2004; KONO et al., 2017; SHINGEL, 2004), uma vez 

que a concentração de pululana manteve-se quase inalterada. 

 

Tabela 16 ‒ Fatores de conversão de substrato em biomassa e em produto e produtividade, obtidos nas 

condições ótimas de concentração 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. 

Yp/s: Fator de conversão de substrato em produto, Yx/s: Fator de conversação de substrato em células, Qp: 

Produtividade volumétrica do produto. 

Fonte: Autoria própria. 

 

Por outro lado, o fator de conversão 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 produção 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 relação ao 

144h em cada ensaio. Estes resultados indicam empregar 168h como tempo de processo 

fermentativo. Observou-se também que fator de conversão 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 os 

ensaios cujo pH inicial foi de 5,00 e 6,00, tanto em 144h quanto em 168h; no entanto, houve 

uma redução de cerca de 17% em 168h com relação 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 contaminação 

por outro micro-organismos, selecionou-se para continuidade dos experimentos o pH inicial 

Condições de 

cultura 

Concentração 

de pululana 

(g/L) 

Concentração 

de biomassa 

(g/L) 

Glicose 

residual no 

meio de 

cultura (g/L) Yp/s (g/g) Yx/s (g/g) Qp g/(L.h) 

pH 4,00 e 144h 40,20 ± 4,28 13,22 ± 0,50  29,45 ± 4,30 0,41 ± 0,03 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 ± 0,02 0,16 ± 0,00 0,23 ± 0,01 

        

pH 5,00 e 144h 43,75 ± 2,07 14,71 ± 0,39 24,67 ± 1,40 0,43 ± 0,02 0,13 ± 0,00 0,30 ± 0,01 

pH 5,00 e 168h 51,64 ± 3,86 19,28 ± 0,19 24,35 ± 1,44 0,51 ± 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 ± 1,58 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 
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de 5,00 e o tempo de processo de 168h. Procedeu-se então a experimentos de avaliação dos 

efeitos do tipo de luz e densidade de fluxo de fótons sobre a produção de pululana, biomassa 

e melanina, conforme discutido na próxima seção. 

 

5.4 Avaliação da produção de pululana, biomassa e melanina em processo 

fermentativo sob incidência de diferentes comprimentos de onda de luz e 

diferentes valores de densidade de fluxo de fótons 

Geralmente, as cepas selvagens de A. pullulans produzem pululana concomitantemente 

com o pigmento melanina, o qual é removido posteriormente por processos de downstream, 

como carvão ativado ou filtração por membranas (CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 

2011c; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Com o intuito de mitigar custos de downstream, 

diversas alternativas têm sido exploradas para inibição da produção de melanina no processo, 

como a modificação genética ou o controle das condições de cultivo (TERÁN-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 condições otimizadas conforme seção 5.3.4, com um tempo de processo de 168h e 

variando-se as condições de iluminação.  Foram conduzidas fermentações sob: luz LED azul 

(comprimento de onda de ~450) com três níveis de densidade de fluxo de fótons (45, 221 e 

442 μmol/(m2.s)), ausência de iluminação - escuro (0 μmol/(m2.s)) e luz branca fluorescente 

do laboratório (3 μmol/(m2.s)). Avaliou-se, nestes experimentos, a produção de pululana, 

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

 

Figura 16 ‒ Produção de pululana e biomassa nas condições 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 condições de iluminação: 

Luz LED azul (com densidade de fluxo de fótons de 442, 221 e 45 μmol/(m2.s)), escuro (0 μmol/(m2.s)) e luz 

branca fluorescente (3 μmol/(m2.s)). Experimentos realizados em frascos Erlenmeyer em triplicata (média ± 

desvio padrão). Concentração de inóculo (g/L): 1,32 ± 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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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 condições de maior densidade de fluxo de fótons com 

luz LED azul (442 μmol/(m2.s)) e no escuro (0 μmol/(m2.s)), respectivamente, sendo estes 

os menores valores produzidos pela linhagem ATCC 42023 nas condições do experimento. 

As máximas concentrações de pululana, 53,57 ± 2,69, 56,91 ± 1,46 e 56,00 ± 0,67 g/L, por 

sua vez, foram atingidas na condições de média e baixa densidade fluxo de fótons com luz 

LED azul (221 e 45 μmol/(m2.s), respectivamente, e luz branca fluorescente (3 μmol/(m2.s)); 

em média, foram produzidos 0,33 g de produto/g de açúcar consumido (Yp/s) e obteve-se 

cerca de 0,33 g/(L.h) de produtividade volumétrica (Qp) em 168h de processo nas condições 

de máxima produção de biopolímero (Tabela 17). Os menores valores Yp/s e Qp foram 

observadas nos ensaios com maior densidade de fluxo de fótons de luz LED azul e no escuro.  

Em todos os casos, as concentrações de pululana obtidas foram maiores que as 

observadas por Terán-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 

bagaço de cana-de-açúcar em 96h assistido por luz LED azul (440 μmol/(m2.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 condições de processo, 

densidade de fluxo de fótons e fonte de carbono diferentes da utilizadas no presente trabalho. 

 

Tabela 17 ‒ Parâmetros de transformação de substrato em biomassa e em produto e produtividade, obtidos em 

168h de processo nos experimentos com diferentes condições de iluminação. 

Yp/s: Fator de conversão de substrato em produto, Yx/s: Fator de conversão de substrato em células, Qp: 

Produtividade volumétrica do produto.  

Fonte: Autoria própria. 

Condição de 

iluminação e 

densidade 

fluxo de 

fótons 

(μmol/(m2.s)) 

Concentração 

de pululana 

(g/L) 

Concentração 

de biomassa 

(g/L) 

Glicose 

residual no 

meio de 

cultura (g/L) Yp/s (g/g) Yx/s (g/g) Qp g/(L.h) 

Luz LED azul 

442 
42,04 ± 2,49 12,64 ± 2,33 28,45 ± 8,87 0,43 ± 0,06 0,12 ± 0,03 0,25 ± 0,01 

Luz LED azul 

221 
53,57 ± 2,69 19,65 ± 0,44 7,74 ± 3,28 0,45 ± 0,01 0,15 ± 0,00 0,32 ± 0,02 

Luz LED azul 

45 
56,91 ± 1,46 21,07 ± 1,06 2,82 ± 1,29 0,46 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,34 ± 0,01 

Escuro 

0 
41,18 ± 3,56 21,21 ± 0,21 15,51 ± 6,07 0,37 ± 0,01 0,18 ± 0,01 0,25 ± 0,02 

Luz branca 

fluorescente 

3 

56,00 ± 0,67 20,81 ± 0,69 2,57 ± 1,16 0,45 ± 0,00 0,16 ± 0,00 0,33 ± 00 
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Observou-se também uma produção média de cerca de 21 g/L de biomassa nos ensaios 

com luz LED azul de média e baixa densidade de fluxo de fótons, no escuro e sob luz branca 

(Figura 16). No entanto, apenas 12,64 ± 2,33 g/L de biomassa foram produzidos nas 

condições de maior densidade de fluxo de fótons com luz LED azul, valores similares aos 

obtidos por Terán-Hilares et al. (2017) com a cepa LB83 nas mesmas condições (440 

μmol/(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 ‒ Produção do pigmento melanina (a) expressa em Unidades de Absorbância por massa de 

biopolímero (UA540nm/g de pululana) medidas em uma solução aquosa de pululana (12 g/L) obtida em 168h de 

processo com incidência de cinco diferentes condições de iluminação: Luz LED azul com densidade de fluxo 

de fótons de 442, 221 e 45 μmol/(m2.s), no escuro (0 μmol/(m2.s)) e sob luz branca fluorescente (3 μmol/(m2.s)). 

Experimentos realizados em frascos Erlenmeyer em triplicata (resultados expressos como média ± desvio 

padrão). Concentração de inóculo: 1,32 ± 0,05. São apresentadas também fotografias (b) de cada solução de 

pululana obtida. 
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Com relação à produção do pigmento melanina (Figura 17a), o qual foi produzido junto 

à pululana, observou-se que a ausência de luz resultou na maior quantidade de pigmento, 

atingindo 4,48 ± 0,03 UA540nm/g de pululana (máximo valor registrado, solução aquosa de 

pululana de cor obscura – Figura 17b), seguida por 2,36 ± 0,04 UA540nm/g de pululana (cor 

marrom  escuto – Figura 17b) obtida usando a maior densidade de fluxo fótons com luz LED 

azul. Menores valores de absorbância foram obtidos empregando baixa densidade de fluxo 

de fótons 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 UA540nm/g de 

pululana, respectivamente. Para servir de comparação, podem-se observar os resultados de 

Terán-Hilares et al. (2017), os quais, empregando a máxima densidade de fluxo de fótons 

com luz LED azul (440 μmol/(m2.s)), reportaram 4,46 ± 0,26 UA540nm/g de pululana, em 

uma solução aquosa de cor transparente, observando também uma cor escura nas soluções 

preparadas com pululana obtida nas condições de luz branca (45,70 ± 1,54 UA540nm/g de 

pululana) e no escuro (22,33 ± 1,21 UA540nm/g de pululana) com a cepa LB83. 

As amostras de pululana produzida nas condições de luz LED azul (221 μmol/(m2.s)) e 

luz branca fluorescente (3 μmol/(m2.s)) foram analisadas por FTIR e comparadas à pululana 

comercial, com o intuito de identificar grupos funcionais e alterações na estrutura do 

biopolímero. 

A análise dos espectros de FTIR (Figura 18) tornou evidente a banda de deformação 

axial característica dos grupos -OH, localizada em torno de 3400 cm-1, junto com as bandas 

que aparecem em 2922 e 1600 cm-1, atribuídas ao carbono saturado (orbitais híbridos sp3) 

do grupo C-H (alquila)  (CHEN et al., 2015; SABER-SAMANDARI et al., 2014). 

Com uma banda única em 1636 cm-1, atribuída à vibração de alongamento do grupo O-

C-O (SABER-SAMANDARI et al., 2014), juntamente com as características do espectro da 

pululana na região entre 1500 e 650 cm-1 (GNIEWOSZ; DUSZKIEWICZ-REINHARD, 

2008), foi observada grande similaridade entre o espectro da pululana comercial e das 

amostras de pululana produzidas sob incidência de luz LED azul (221 μmol/(m2.s)) e luz 

branca fluorescente (3 μmol/(m2.s)), incluindo a banda referente ao grupo C-O-H (1350     

cm-1) e o alongamento do grupo C-O-C (1150 cm-1), conforme mencionado anteriormente 

(SABER-SAMANDARI et al., 2014). Outras bandas de absorção típicas da configuração α 

das unidades de α-D-glicopiranose na pululana foram observadas em 850 cm-1, com destaque 

para as duas principais ligações da pululana (ligações α(1→4) e α(1→6) -D-glicosídica) 

observadas em 738 e 918 cm-1 (GNIEWOSZ; DUSZKIEWICZ-REINHARD, 2008; 
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TERÁN-HILARES et al., 2017). Não foram observadas nenhuma das bandas características 

da melanina de forma proeminente nas amostras. 

 

Figura 18 ‒ Representação da estrutura da pululana (A) e Espectro de FTIR (B) da pululana produzida sob a 

incidência de: a) luz branca fluorescente (linha verde), b) luz LED azul (linha azul), e c) pululana comercial 

(linha vermelha). As amostras de pululana foram produzidas nas condições otimizadas (126,23 g/L de glicose, 

2,66 g/L de extrato de levedura e pH inicial 5,00) em 168h de processo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

quando a densidade de fluxo de fótons era de 221 e de 45 μmol/(m2.s)) e a luz branca 

fluorescente (3 μmol/(m2.s)) promoveram a produção de pululana ao mesmo tempo em que 

B) 

Fonte: Figura A: Adaptado de Tabasum et al. (2018), Figura B:Autoria própria. 
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reduziram a atividade de síntese do pigmento melanina. Neste sentido, procedeu-se com a 

comparação da atividade de síntese de pululana, biomassa (Figura 19) e melanina (Figura 

20) nas condições de luz LED azul (221 μmol/(m2.s)) e luz branca fluorescente (3 

μmol/(m2.s)), em 168h de processo fermentativo com coleta de amostras a cada 24h a partir 

de 96h.    

 

Figura 19 ‒ Produção de pululana e biomassa nas condições 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 condições de iluminação: Luz LED azul (221 μmol/(m2.s)) e luz branca 

fluorescente (3 μmol/(m2.s)). Experimento realizado em frascos Erlenmeyer em triplicata (resultados 

apresentados como média ± desvio padrão). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observou-se similaridade na produção 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 concentração do 

biopolímero em comparação com o uso de luz LED azul (Figura 19). Pode-se observar 

também que a produção obtida em 168h representou um aumento de cerca de 20% quando 

comparado aos valores reportados na Tabela 17 e Figura 16 no mesmo período de tempo e 

de condições de iluminação. Contudo, a produção 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 período e nas mesmas 

condições de processo. Este fato indicaria maior estabilidade na produção de biomassa nas 

condições de estudo. 

Fonte: Autoria própria. 
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Houve também um aumento de cerca de 60% na produção 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 UA540nm/g de pululana para luz LED azul e luz branca fluorescente, 

respectivamente) no mesmo período tempo para cada condição de iluminação. Assim, foi 

observado 2,76 ± 0,01 e 2,51 ± 0,03 UA540nm/g de pululana, para as amostras produzidas 

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

 

Figura 20 ‒ Formação do pigmento melanina (a) expresso em Unidades de Absorbância por massa de 

biopolímero (UA540nm/g de pululana) medida em uma solução de pululana (12 g/L). Biopolímero produzido 

nas condições 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 condições de 

iluminação: Luz LED azul (221 μmol/(m2.s)) e luz branca florescente (3 μmol/(m2.s)). Experimento realizado 

em frascos Erlenmeyer em triplicata (média ± desvio padrão). Também são apresentadas fotografias (b) de 

cada amostra de pululana obtida em cada 24h (a partir de 96h até o termino do processo, em 168h). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: Autoria própria. 
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Na Figura 21 observa-se uma comparação entre os espectros de RMN1H da pululana 

comercial (Figura 21a) com as produzidas sob luz branca fluorescente com densidade de 

fluxo de fótons de 3 μmol/(m2.s) (Figura 21b) e luz LED azul com densidade de fluxo de 

fótons de 221 μmol/(m2.s) (Figura 21c), em 120h de processo. Destaca-se que as amostras 

de pululana produzidas com incidência de luz branca fluorescente e luz LED azul 

apresentaram picos nas regiões de 5,70 – 4,40 ppm (representada por “x”) semelhantes ao 

observado na pululana comercial, assim, o próton anomérico da ligação α(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 ligações α(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 não foi observado no espetro da pululana comercial (Figura 21a), sendo de maior 

intensidade na amostra de pululana produzida com incidência de luz branca fluorescente, 

sendo que a integral desta em relação às bandas características de pululana foi maior que na 

pululana produzida com incidência de luz LED azul. O tripleto identificado estaria 

relacionado aos prótons do grupo metil correspondente ao resíduo de etanol proveniente da 

precipitação da pululana, sendo que sinais do tripleto correspondente ao grupo metil de 

amostras de etanol foram detectadas entre a região 1,20 e 1,00 ppm por Zuriarrain et al. 

(2015) e Li et al. (2019), respectivamente. 

Não foram detectados sinais das estruturas químicas da melanina, assim como do 

precursor 1,8-dihidroxinaftaleno nos espectros de RMN1H da pululana produzida pelo fungo 

A. pullulans ATCC 42023 (Figura 21b e 21c), uma vez que sinais de dihidroxinaftaleno são 

detectado entre as regiões 6,00 e 9,50 ppm (LYČKA; VRBA; VRBA, 2000; RESINS; ALL, 

2011; SETHUKUMAR et al., 2012). 

Embora não tenham sido detectado sinais de dihidroxinaftaleno nos espectros de 

RMN1H, a cor da pululana produzida pelo A. pullulans ATCC 42023 poderia tratar-se de 

algum outro bioproduto, como a liamocina, um lipídeo 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 RMN1H da liamocina mostra picos entre as regiões 

3,65 e 4,20 ppm quando utilizado DMSO-d6 (PRICE et al., 2017). Embora tenham sido 

detectados picos próximos às regiões correspondentes à liamocina, o excesso de água nas 

amostras dificultou a identificação. 
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Figura 21 ‒ Espectros de RMN1H da pululana comercial (a) e das produzidas nas condições 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 condições de 

iluminação: b) luz branca florescente (3 μmol/(m2.s)) e c) luz LED azul (221 μmol/(m2.s)).  
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Fonte: Autoria própria. 
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Efetivamente, a produção de pululana manteve-se elevada nas condições de luz LED 

branca (particularmente, nas condições de média e baixa densidade de fótons) e luz LED 

azul (45 μmol/(m2.s)) (Figura 22), produzindo-se em média cerca de 57 g/L de pululana. 

Este valor foi semelhante aos obtido nas condições de 3 μmol/(m2.s) de luz branca 

fluorescente (56,00 ± 0,67 g/L) e 45 μmol/(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 fótons na 

luz LED branca resultou em uma redução de cerca de 35% com relação ao máximo valor 

obtido na mesma condições 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 

fótons tanto na Luz LED branca (Figura 22) quanto na luz LED azul (Figura 16, Tabela 17) 

afetam a produção de pululana. 

A baixa produção do biopolímero poderia estar relacionada ao fato de ter produzido 

40% menos biomassa na condição de máxima densidade de fluxo de fótons na luz LED 

branca que nas condições de média e baixa densidade de fluxo de fótons na luz LED branca 

e luz LED azul (45 μmol/(m2.s)) (Figura 22). Assim, quando a cepa de A. pullulans ATCC 

42023 cresceu em um meio com incidência da luz LED branca na máxima densidade de 

fluxo de fótons (100 μmol/(m2.s)), o micro-organismo produziu 6,91 ± 0,43 g/L de biomassa, 

sendo maior a produção de biomassa (na média de 11,64 g/L) nas condições de média e 

baixa densidade de luz LED branca e azul. 

 

Figura 22 ‒ Produção de pululana e biomassa nas condições 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 condições de iluminação: 

Luz LED branca (100, 50 e 10 μmol/(m2.s)) e luz LED azul (45 μmol/(m2.s)). Experimento realizado em frascos 

Erlenmeyer em triplicata (resultados apresentados como média ± desvio padrão). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Autoria própria. 
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Por sua vez, a luz LED branca (particularmente de 50 μmol/(m2.s)) mostrou ser 

promissora na redução da atividade de síntese de melanina (1,8 ± 0,06 UA540nm/g de 

pululana, Figura 23) quando relacionada com a produção de pululana observada na Figura 

22. 

 

Figura 23 ‒ Produção do pigmento melanina expresso em Unidades de Absorbância por massa de biopolímero 

(UA540nm/g de pululana) medida em uma solução de pululana (12 g/L). O biopolímero foi produzido nas 

condições 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 incidência de quatro diferentes condições de iluminação: Luz LED branca (100, 50 e 10 

μmol/(m2.s)) e luz LED azul (45 μmol/(m2.s)). Experimento realizado em frascos Erlenmeyer em triplicata 

(resultados expressos como média ± desvio padrão). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mediu-se também a viscosidade dos sobrenadantes obtidos do caldo fermentado após 

separação da biomassa. A viscosidade aparente (μa) de cada sobrenadante avaliado 

(conforme as condições de cultura apresentadas na Tabela 18) mostrou um comportamento 

decrescente com o aumento da taxa de cisalhamento (1/s) para cada amostra, indicando que 

o sobrenadante recuperado ao final de cada processo fermentativo seguiu um comportamento 

de fluido pseudoplástico. 

Quando determinados os valores do índice de consistência (Pa.sn) e do índice de 

comportamento do fluido (s-1) da Lei da Potência de Ostwald-de Waele (Equação 1), 

confirmou-se que o sobrenadante recuperado apresenta um comportamento pseudoplástico. 

Como observado na Tabela 18, o índice de comportamento de fluido decresce e o índice de 

Fonte: Autoria própria. 
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consistência incrementa-se entre os ensaios N° 1-2, 3-4,5-6,12-15,16-19. Segundo a 

literatura, o aumento dos valores do índice de consistência está associado a um aumento na 

viscosidade do fluido e a diminuição no valor do índice de comportamento do fluido está 

associado a um desvio no comportamento do fluido newtoniano  (HAMIDI et al., 2019; 

TERÁN-HILARES et al., 2019). 

 

Tabela 18 ‒ Parâmetro reológico do sobrenadante obtido após separação 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 condições de processo. 

a Os valores desta coluna correspondem a medidas realizadas usando Spindler SC4-18 em uma taxa de 

cisalhamento constante (50 s-1); 
b k, índice de consistência (Pa.sn); 
c n, índice de comportamento do fluido (s-1). 

Fonte: Autoria própria. 
 

 

N° do 

ensaio 

Condições de cultura 

Viscosidade 

aparente,  

μa (Pa.s)a 

Parâmetro reológico 

 kb (Pa.sn) nc (s-1) R2 

1 pH inicial 4, 144h 0,039 0,16 0,64 0,9979 

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 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 168h 0,039 0,23 0,54 0,9951 

8 Luz LED azul 221 μmol/(m2.s ), pH inicial 5 e 168h 0,034 0,18 0,58 0,9967 

9 Luz LED Azul 45 μmol/(m2.s ), pH inicial 5 e 168h 0,037 0,21 0,55 0,9965 

10 Escuro 0 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 168h 0,042 0,32 0,48 0,9955 

11 Luz branca fluorescente 3 μmol/(m².s), pH inicial 5 

e 168h 
0,041 0,28 

0,51 0,9966 

      

12 Luz LED azul 221 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 96h 0,047 0,25 0,58 0,9965 

13 Luz LED azul 221 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 120h 0,049 0,30 0,54 0,9953 

14 Luz LED azul 221 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 144h 0,046 0,29 0,53 0,9949 

15 Luz LED azul 221 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 168h 0,050 0,46 0,43 0,9903 

16 Luz branca fluorescente 3 μmol/(m2.s), pH inicial 5 

e 96h 
0,049 0,23 

0,61 0,9966 

17 Luz branca fluorescente 3 μmol/(m2.s), pH inicial 5 

e 120h 
0,036 0,18 

0,59 0,9949 

18 Luz branca fluorescente 3 μmol/(m2.s), pH inicial 5 

e 144h 
0,033 0,15 

0,61 0,9964 

19 Luz branca fluorescente 3 μmol/(m2.s), pH inicial 5 

e 168h 
0,038 0,23 

0,54 0,9942 

      

20 Luz LED branca 100 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 

168h 
0,024 0,11 

0,61 0,9974 

21 Luz LED branca 50 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 168h 0,048 0,38 0,47 0,9952 

22 Luz LED branca 10 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 168h 0,070 1,31 0,25 0,9965 

23 Luz LED azul 45 μmol/(m2.s), pH inicial 5 e 168h 0,075 1,59 0,22 0,9948 
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Os valores obtidos nos ensaios N° 22 e 23 da Tabela 18, ressaltam-se por apresentar 

maior viscosidade com relação aos outros ensaios, ao mesmo tempo em que o índice de 

consistência para ambos os  casos foram maiores que 1,30 Pa.sn, com comportamento como 

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

 

5.5 Análise comparativo global da produção de pululana, biomassa e melanina por 

A. pullulans ATCC 42023 na presença e ausência de luz 

As amostras de pululana produzidas por A. pullulans ATCC 42023 sob diferentes 

condições de iluminação (Figura 24), mostraram variabilidade tanto na quantidade quanto 

na cor final do biopolímero. Por exemplo, a pululana produzida sob incidência de luz LED 

azul (Figura 24a,b,c) mostrou uma cor verde olivácea, que foi reduzindo-se na intensidade 

de cor conforme diminuía a densidade de fluxo de fótons, sendo esta redução refletida no 

decréscimo dos valores de absorbância para melanina, ao mesmo tempo houve aumento na 

produção do biopolímero 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 diminuição na densidade de fluxo 

de fótons na luz LED branca resultou em um aumento gradual nos valores de absorbância 

das amostras. A produção de biomassa, neste caso, foi menor do que a observada sob luz 

LED azul. A produção de pululana, por sua vez, foi similar quando se comparou entre si o 

emprego de cada densidade de fluxo de fótons correspondente a cada tipo de luz (azul e 

branca). 

A ausência da cor verde olivácea na pululana produzida sob luz LED branca, indicaria 

possível inibição da síntese de melanina na cepa ATCC 42023; porém, os valores de 

absorbância destas amostras resultaram ser maiores que os registrados para as amostras 

produzidas sob luz LED azul, sendo possível que a luz LED branca tenha promovido a 

produção 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 condições similares às empregados nesta pesquisa. 

No entanto, a recuperação de liamocina segue procedimentos diferentes dos empregados 

para pululana, sendo o caldo de fermentação centrifugado a 14000xg a 4 °C por 20 min 

(TANG et al., 2018), formando assim uma camada de óleo abaixo das células precipitadas. 

Após retirada do sobrenadante, a biomassa com liamocina segue um processo de lavagem 

com água destilada e extração 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 oliváceo 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 condições 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 incidência de luz LED azul (442, 221 e 45 

μmol/(m2.s)) (a,b,c), escuro (0 μmol/(m2.s)) (d), luz branca fluorescente (3 μmol/(m2.s)) (e) e luz LED branca 

(100, 50 e 10 μmol/(m2.s)) (f, g, h). Experimento realizado em frascos Erlenmeyer em triplicata (resultados 

expressos como média ± desvio padrão). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Baseado na informação acima, e considerando o fato de que cada caldo de fermentação 

neste trabalho foi centrifugado a 2860xg a 20 °C por 10 minutos, poderia ser possível indicar 

que as amostras de pululana produzidas por A. pullulans ATCC 42023 estejam contendo 

vestígios de liamocina, sendo necessário realizar ensaios que comprovem a presença deste 

bioproduto.   

Fonte: Autoria própria. 



92 
 

6 CONCLUSÕES 

− Devido à instabilidade da cepa A. pullulans LB83, não foi possível validar o modelo 

matemático obtido na análise do planejamento experimental do tipo Box-Behnken. 

Assim, procedeu-se à avaliação 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 produção de 

pululana com relação à produção de biomassa em 96h de processo; 

− O planejamento experimental do tipo Box-Behnken aplicado na avaliação dos efeitos 

das variáveis concentração de glicose, concentração de extrato de levedura e pH inicial 

sobre a produção de pululana e biomassa geraram modelos matemáticos adequados que 

descrevem o comportamento do A. pullulans ATCC 42023 nas condições de estudo; 

− A cepa A. pullulans ATCC 42023 apresentou maior estabilidade na produção de 

pululana e biomassa nas condições 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 contribuíram no 

aumento da produção de pululana por A. pullulans ATCC 42023; 

− A utilização de luz LED branca (particularmente com densidade de fluxo de fótons de 

50 e 10 μmol/(m2.s)) no cultivo de A. pullulans ATCC 42023 promoveu a produção de 

pululana de cor clara nas condições otimizadas de processo (com reajuste do pH inicial 

5,00 e tempo de processo de 168h), reduzindo a produção do pigmento melanina. Os 

níveis de absorbância a 540 nm, no entanto, foram maiores em comparação à pululana 

produzida com incidência de luz LED azul, indicando a possível existência de outro 

composto ainda não identificado na pululana produzida sob incidência de luz LED 

branca; 

− As amostras de biopolímero produzidas sob incidência de luz LED azul e luz branca 

fluorescente foram analisadas por FTIR e RMN1H e apresentaram perfis semelhantes 

aos observados com uso de pululana comercial, confirmando este biopolímero como 

pululana; 

− As amostras de sobrenadante obtidas após remoção da biomassa, apresentaram 

comportamento de fluido pseudoplástico. 
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7 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS 

Esta pesquisa permitiu vislumbrar novas linhas de estudo visando à compreensão do 

comportamento metabólico do A. pullulans em diversas condições de processo, tais como: 

 

− Estudo complementar do efeito das condições de cultivo sobre incidência de outros 

comprimentos de onda de luz diferentes da branca e azul, variando as densidades de 

fluxo de fótons; 

− Identificação de compostos diferentes do pigmento melanina produzidos de forma 

concomitante à pululana sob incidência de diferentes comprimentos de onda de luz e 

variando a densidade de fluxo de fótons; 

− Realizar o estudo das propriedades reológicas das soluções aquosas de pululana obtidas 

sob incidência de diferentes comprimentos de onda de luz, variando a densidade de 

fluxo de fótons; 

− Realizar estudos comparativos variando a fonte de carbono e nitrogênio, visando à 

redução dos custos de produção; 

− Realizar a caracterização por DSC, TGA, GPC, SEM e XDR das amostras de pululana 

obtidas sob incidência de diferentes comprimentos de onda de luz, variando a densidade 

de fluxo de fótons e variando a fonte de carbono e nitrogênio; 

− Avaliar as modificações morfológicas da cepa A. pullulans ATCC 42023 promovidas 

pela variação da fonte de carbono e nitrogênio, comprimento de onda de luz e densidade 

de fluxo de fótons; 

− Estudo da produção de pululana empregando meios baseados em hidrolisado de bagaço 

de cana-de-açúcar. 
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