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RESUMO

Silva, Adriele do Amor Divino. Biossintese de exopolissacarideos pela
levedura Cryptococcus laurentii SD7 utilizando fontes de carbono e

nitrogénio de baixo custo

Os exopolissacarideos (EPS) séo biopolimeros extracelulares produzidos
por microrganismos, se encontram ligados a parede celular ou séo excretados no
meio extracelular em forma de muco. Os EPS possuem muitas aplicacdes na
indastria farmacéutica, cosmeética, alimenticia, entre outras, devido as suas
propriedades fisico-quimicas. No entanto, o alto custo de produgéo tem favorecido
a busca por substratos alternativos, principalmente renovaveis e de origem
agroindustrial. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacédo
de substratos de baixo custo para a producdo de EPS por C. laurentii SD7. Para
isso, foi realizada a determinacdo do teor de acUcares totais do melaco e,
posteriormente, testes fermentativos para selecéo de diferentes fontes de carbono
e nitrogénio, nas concentracdes de 5 e 1% respectivamente, para a producdo de
EPS e biomassa microbiana. A partir dos resultados foi realizado um
Delineamento Central Rotacional 23 (DCCR 23 para a determinagdo das
melhores concentracdes das fontes de carbono e nitrogénio para a producéo de
EPS. A melhor condicdo para a biossintese do EPS foi aquela em que o meio de
cultura foi suplementado com melaco de cana-de-acUcar e a combinacéo dos sais
(NH4)2SO4 e NaNOs. Entretanto o delineamento mostrou que o NaNOs néo
influenciou na producdo de EPS a 10% de significAncia e, apenas o melaco de
cana de acgucar e o (NH4)2SO4 foram efetivos nas concentragbes de 9% e 0,2%
com producdo maxima de EPS de 11 g/L. Assim, concluimos que, a levedura C.
laurentii SD7 apresentou potencial de sintese de EPS até 3,8 vezes maior do que
agueles descritos na literatura, demonstrando que esta espécie € bastante
promissora e a combinacdo do melaco de cana-de-aglcar com 0s sais

inorganicos foi eficiente para a producéo de EPS e biomassa microbiana.

Palavras-chave: Biopolimeros, fungos, subprodutos agroindustriais



ABSTRACT

Silva, Adriele do Amor Divino. Biosynthesis of exopolysaccharides by the
yeast Cryptococcus laurentii SD7 using low-cost carbon and nitrogen
sources

Exopolysaccharides (EPS) are extracellular biopolymers produced by
microorganisms, are attached to the cell wall or excreted in the extracellular
medium in the form of mucus. EPS has many applications in the pharmaceutical,
cosmetic, food industry, among others, due to its physicochemical properties.
However, the high cost of production has favored the search for alternative
substrates, mainly renewable and of agro-industrial origin. Thus, this work aimed
to evaluate the use of low cost substrates for the production of EPS by C. laurentii
SD7. For this, the determination of the total sugar content of the molasses was
carried out and, subsequently, fermentative tests for the selection of different
sources of carbon and nitrogen, in concentrations of 5 and 1% respectively, for the
production of EPS and microbial biomass. Based on the results, a Central
Rotational Design 23 (DCCR 23 was performed to determine the best
concentrations of carbon and nitrogen sources for the production of EPS. The best
condition for EPS biosynthesis was that in which the culture medium was
supplemented with sugarcane molasses and the combination of salts (NH4)2SOa4
and NaNOs. However, the design showed that NaNOs did not influence EPS
production at 10% of significance, and only sugar cane molasses and (NH4)2SO4
were effective at concentrations of 9% and 0.2% with maximum EPS production
11 g / L. Thus, we conclude that the yeast C. laurentii SD7 showed an EPS
synthesis potential up to 3.8 times greater than those described in the literature,
demonstrating that this species is very promising for future studies. In addition, the
combination of sugarcane molasses with inorganic salts was efficient for the

production of EPS and microbial biomass.

Key words: Biopolymers, fungi, agro-industrial by-products



INTRODUCAO

Os polissacarideos sdo polimeros de acucares produzidos por animais,
plantas, algas marinhas e microrganismos (Silva et al., 2006; Ozcan; Oner, 2015).
Entretanto, a produgéo, em escala industrial, por plantas e algas ainda apresenta
algumas dificuldades, tendo em vista que estes organismos estdo expostos a
alteracdes climaticas, contaminacdo ambiental e problemas na colheita que
dificultam muito o processo de obtencdo dos polissacarideos (Silva et al., 2006;
Ozcan; Oner, 2015). Em contrapartida, a produgdo por microrganismos nao esta
exposta a estes problemas, uma vez que, eles podem ser facilmente cultivados
em laboratorio. Além disso, seu ciclo de vida permite a obtencdo de tais
moléculas em um periodo de tempo curto (Silva et al., 2006; Ozcan; Oner, 2015).

Os polissacarideos sintetizados pelos microrganismos podem ser
encontrados no citoplasma celular, e utilizados como reserva energética; na
parede celular comoum dos componentes responsaveis pela morfologia da célula;
e podem ser secretados no meio extracelular, sendo denominados
exopolissacarideos ou Extracellular Polymeric Substances (EPS) (Kumar et al.,
2007). Os EPS podem estar ligados a célula formando uma capsula ou podem ser
secretados no meio extracelular em forma de limos, e percebidos pelo aumento
da viscosidade do meio fermentativo (Kumar et al., 2007).

Embora ndo sejam essenciais para a sobrevivéncia, os EPS fornecem aos
microrganismos protecdo contra fagocitose, estresse osmotico, dessecacao,
favorecem a formacado de biofilmes e muitos estdo associados a viruléncia, como
€ caso de bactérias do género Pseudomonas e Xanthomonas, que vém sendo
descritas como causadoras de patogenicidade em plantas, sob a condicdo de
producdo de EPS (Denny, 1995; Prasannath, 2013). Dessa forma, podem ser
consideradas moléculas que sao sintetizadas frente alguma condi¢do adversa do
meio como excesso de nutrientes, temperaturas baixas ou pH acido (Kumar et al.,
2007; Gientkaet al., 2015).

Muitas s&o as pesquisas que visam a producdo de EPS em escala
industrial, tendo em vista suas diversas aplicagcbes nos setores alimenticios,
farmacéuticos e na area médica (Pavlova et al., 2011; Gientka et al, 2015; Zhou et

al, 2016; Sardari et al, 2017). No entanto, o custo-beneficio desses bioprocessos



ainda se constitui um problema, pois alguns microrganismos nao produzem EPS
em quantidades satisfatorias e as fontes de carbono e nitrogénio tradicionais
utilizadas, como glicose, sacarose, extrato de levedura, peptona, entre outras,
apresentam custo elevado (Ruiz et al.,, 2015). Em funcdo disso, tém surgido
diversas pesquisas que visam a utilizacdo de substratos agroindustriais para a
producdo de biomoléculas de interesse como os EPS (Santos et al., 2012; Ruiz et
al., 2015; Santos et al., 2018). A utilizacdo desses substratos se apresenta uma
alternativa sustentavel, tendo em vista que, além de agregar valor aos
subprodutos agroindustriais que muitas vezes sao descartados, podem reduzir os
problemas de contaminagéo ambiental (Santos et al., 2012; Ruiz et al., 2015).
Diante desse panorama, o melaco de cana-de-acucar é uma alternativa
viavel pois apresenta potencial para ser utilizado nestes bioprocessos, e contém
em sua composicdo agucares, vitaminas, minerais e aminoacidos que podem
substituir perfeitamente a utilizacdo das fontes convencionais (Saxena; Tanner,
2012; Rebelato et al., 2013). Desta forma, essa pesquisa teve como objetivo a
otimizacao da producao de exopolissacarideos e biomassa microbiana, a partir da
suplementacdo do meio de cultivo com diferentes fontes de carbono e nitrogénio

de baixo custo.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA




REVISAO DE LITERATURA

Polissacarideos e Exopolissacarideos

Os polissacarideos sdo biomoléculas de cadeias longas, compostas por
mais de dez unidades de mondmeros de agucares, e que podem ser encontradas
em quase todos os organismos vivos. Esses biopolimeros sdo formados por
vérias unidades de monossacarideos, que se unem por meio Varios tipos de
ligacBes glicosidicas (Silva et al., 2006; Hussain et al., 2017; Chaisuwan et al.,
2020). Diferenciam-se entre si devido a variacbes nos tipos de ligacOes
glicosidicas, no comprimento da cadeia, nas ramificacbes e nos tipos de
monossacarideos que o0s compde, podendo ser classificados em
heteropolissacarideos, quando sao compostos por unidades distintas de
mondmeros, ou homopolissacarideos quando apresentam um Unico tipo de
mondmero em sua cadeia (Silva et al., 2006; Donot et al., 2012; Hussain et al.,
2017).

No caso dos polissacarideos de leveduras, a grande maioria constitui-se de
heteropolissacarideos com cadeias altamente ramificadas, apresentado os mais
variados tipos de ligagdes glicosidicas como: a-1,2; a-1,3; a1,4; a-1,6; $-1,3; B-
1,2; B-1,6 (Gientka et al., 2015; Hamidi et al., 2020).

Os polissacarideos podem ser obtidos a partir de algas marinhas, plantas
e microrganismos, no entanto, a producao por algas e plantas, em grande escala,
€ um processo lento e que pode ser dificultado por alguns fatores como, por
exemplo, condicdes climéticas e o tempo de desenvolvimento (Donot et al., 2012;
Ozcan; Oner, 2015). Em contrapartida, a producio de polissacarideos por
microrganismos é muito desejada porque as condicBes quimicas e fisicas dos
processos fermentativos, necessarios a sintese dessas biomoléculas microbianas,
podem ser controladas em laboratério de acordo com a exigéncia de cada
microrganismo e a producdo é alcancada entre dias e semanas, gracas ao seu
ciclo de vida curto (Silva et al., 2006; Ozcan; Oner, 2015; Yildiz;Karatas, 2018).

Os biopolimeros produzidos por microrganismos podem ser classificados
em intracelulares, que sdo aqueles localizados no citosol e desempenham as
mais variadas funcdes dentro da célula como reserva energética, por exemplo; os

polissacarideos estruturais, presentes na parede celular; e aqueles excretados



para o meio extracelular e, também denominados de exopolissacarideos (EPS).
Estes ultimos podem estar ligados firmemente a superficie da célula microbiana,
sendo denominados de capsula, ou podem ser liberados no meio extracelular
promovendo, muitas vezes, aumento da viscosidade (Barbosa et al., 2004; Donot
et al., 2012).

Para a célula microbiana os EPS tém as funcbes de protecdo contra
fagocitose por protozoarios, protecdo contra estresse osmotico, dessecacao,
seletividade a difusdo de nutrientes para o interior ou exterior da célula e, ainda,
protecdo contra substancias toxicas para as células, como os antibiéticos. Além
disso, os EPS constituem a matriz responsavel pela formacdo de biofilmes
microbianos (Kumar et al., 2007; Ozcan; Oner, 2015).

Alguns autores classificam os EPS como metabolitos secundarios, uma vez
que sao considerados ndo essenciais as funcdes basicas de uma célula, como o
crescimento, e costumam ser produzidos em resposta a condigcbes ambientais
desfavoraveis como forma de protecéo da célula (Gientka et al., 2015).

O grande interesse acerca da otimiza¢do da producédo microbiana de EPS
é crescente devido as suas diversas aplicacées em diferentes setores industriais,
pois podem ser utilizados como emulsificantes, espessantes, estabilizantes e
geleificantes na industria de alimentos e bebidas; no setor farmacéutico e de
cosmeéticos séo descritas propriedade umectantes, antitumorais,
anticolesterolémicas e anticoagulantes (Zhou et al., 2016; Sardari et al., 2017
Yildiz; Karatas, 2018; Saadat et al., 2020).

O primeiro exopolissacarideo microbiano produzido comercialmente foi a
dextrana, pela bactéria Leuconostocmesenteroides (Kumar et al.,, 2007).
Atualmente, dezenas de EPS microbianos s&o comercializados, entre eles,
gelana, cardulana, &cido hialurénico, pululanas, entre outros, com destaque para
a goma xantana produzido, principalmente, pela bactéria Xanthomonas

campestris (Kumar et al., 2007; Freitas et al., 2017).

Leveduras produtoras de exopolissacarideos

A utilizacdo de leveduras para a producdo de EPS ainda é relativamente
pequena quando comparado com o0s estudos que utilizam bactérias ou fungos
filamentosos. Isso se deve a menor producédo desses metabdlitos secundarios, o

gue limita o uso das leveduras em larga escala (Gientka et al., 2015). Entretanto,



muitos trabalhos vém demonstrando o elevado potencial de varias leveduras para
a producdo de EPS com relevantes propriedades para aplicagcdes biotecnoldgicas.
Alguns dos géneros mais citados sdo: Cryptococcus, Rhodotorula, Candida,
KluyveromycesePichia.

A levedura Cryptococcus laurentii € uma das espécies mais citadas como
boa produtora de EPS, caracteristica facilmente observada pela elevada
viscosidade produzida por suas col6nias. E uma espécie amplamente distribuida
e tendo sido isolada desde ambientes de clima tropical até clima frio, como o
continente Antartico (Breievora et al., 2005; Pavlova et al., 2011; Smirnou et al.,
2014; Rusinova-Videva et al., 2019).

Dentro do género Rhodototula, a espécie R. mucilaginosa é uma das mais
citadas como boa produtora de exopolissacarideos biocompativeis com boas
propriedades para aplicacdes farmacéuticas e industriais, como atividades
antioxidantes (Silambarasan et al., 2019; Hamidi et al., 2020).

Gientka et al. (2016) isolaram de kefir duas espécies de Candida, C. famata
e C. guilhermondii, descritas como boas produtoras de EPS.

Yildiran et al. (2019) descreveram producbes elevadas de EPS por
leveduras isoladas de diferentes fontes ambientais, com destaque para duas
linhagens de S. cerevisiae e Pichiakluyveri. Em vista disso, a bioprospeccao e
selecdo de espécies mais eficientes, a otimizacdo das condi¢Bes de cultivo e a
compreensdo dos mecanismos moleculares e bioquimicos de sintese de
carboidratos s&@o importantes para ampliar a aplicacdo industrial dos EPS

produzidos por leveduras (Gientka et al., 2015).

Principais fatores que influenciam a producao de EPS por leveduras

- Fontes de carbono

A producdo de EPS de origem microbiana esta diretamente relacionada
com as fontes de carbono utilizadas no processo de fermentagédo, que variam
dependendo da espécie. Por isso, para as leveduras, muitas pesquisas realizam
uma triagem de diferentes agucares com o objetivo de determinar qual fonte de
carbono € mais eficiente (Ravella et al., 2010; Gientka et al., 2016; Farinha et al.,
2019). Entre os monossacarideos mais estudados encontram-se a glicose,
frutose, galactose e manose; os dissacarideos mais utilizados s&o maltose,

lactose e sacarose. Alguns acgucares-alcool também s&o frequentemente



testados, especialmente sorbitol e glicerol, entretanto, estes aglcares geralmente
produzem os piores resultados em termos de producédo de EPS (Gientka et al.,
2016; Farinha et al., 2019).

Paviova et al. (2011) utilizaram pentoses (xilose, arabinose e ribose) e
oligossacarideos, como rafinose, obtendo bons resultados com C. laurentii AL100.
Dentre os dissacarideos, a fonte de carbono que mais se destaca na producao de
EPS é a sacarose, tanto em termos de frequéncia quanto de eficiéncia (Pavlova et
al., 2009; Ravella et al., 2010; Rusinova-Videva, et al., 2014; Smirnou et al., 2014;
Gientka et al., 2016).

Para Aureobasidium pullulans e Rhodotorula sp. CAH2 a sacarose foi muito
mais favoravel do que outras fontes de carbono na producédo de EPS nas mesmas
condicBes de cultivo (Ravella et al., 2010; Silambarasan et al., 2018). Para outras
espécies, outras fontes de carbono também foram  favoraveis.
Candidaguilliermondiie C. famata obtiveram a maxima producéo de EPS tanto em
meio contendo sacarose quanto maltose (Gientka et al., 2016). Para a levedura
Pseudozymasp., por sua vez, a producdo de EPS em meio contendo sacarose
como Unica fonte de carbono foi menor do que quando testado com glicose a 4%,
alcancando producdo maxima de 3,5 g/L (Sajna et al., 2013). Rhodotorula
glutinins, Sporidioboluspararoseus JD2 e Rhodosporidiumbabjevae também
apresentaram melhor producdo de EPS quando cultivadas em meio com glicose
como Unica fonte de carbono (Ghada et al., 2012; Han et al., 2016; Seveiri et al.,
2020).

Além do tipo de fonte de carbono, sua concentracdo também influencia na
producado de EPS por leveduras. O aumento da concentracédo da fonte de carbono
€, de modo geral, diretamente proporcional a producdo de EPS. A limitacdo
ocorre devido ao aumento da viscosidade do meio, 0 que leva a diminuicdo da
produtividade (Ghada et al., 2012; Han et al., 2016; Seveiri et al., 2020).

Cho et al. (2001) observaram uma elevacgéo de cerca de 23% na producdo
de EPS com o aumento de 30 g/L para 100 g/L de glicose, entretanto, a
produtividade reduziu pela metade. Resultados similares podem ser observados
nos trabalhos de Pavlova et al. (2011) e RusinovaVideva et al. (2014) para C.
laurentii LA100 e C. laurentii AL62, cuja producdo de EPS se elevou com o

aumento da concentracdo de sacarose de 30 g/L para 50g/L, mas a produtividade



se manteve constante. Inclusive, para C. laurentii AL100 a concentracéo de 50g/L
foi onde ocorreu a menor producgao e a fermentacao foi prolongada em 24 horas.

Isso ocorre porque o0 aumento da concentracdo de acUcares eleva a
producdo de EPS que, por sua vez, eleva também a viscosidade do meio. O
aumento da viscosidade provoca limitacdo na distribuicdo do oxigénio, além de
inibir a transferéncia de massa entre as células e os nutrientes, 0 que causa a
diminuicdo na produtividade (rendimentos por hora de fermentacédo) do EPS (Cho
et al., 2001).

- Fontes de nitrogénio

As fontes de nitrogénio sdo essenciais para a producdo microbiana de
EPS. Contudo, varios trabalhos tém mostrado que condi¢cbes limitantes de
nitrogénio no meio de cultivo estimulam a producéo destas biomoléculas e, em
contrapartida, quando presentes em grande quantidade apresentam efeitos
negativos na produtividade (Babosa et al., 2004).

A maioria dos meios de cultivo para producdo de EPS conta com uma
combinagao de fontes de nitrogénio organicas e inorganicas. Dentre as fontes de
nitrogénio organicas, a mais descrita na literatura € o extrato de levedura, seguido
da peptona, e, como fonte inorganica, predomina o sulfato de aménio (Smirnou et
al., 2014; Kharat et al., 2018; Farinha et al., 2019; Yildiran et al., 2019; Hamidi et
al., 2020; Saadat et al., 2020). Entretanto, sais como NH4Cl e NaNOs ou uréia
também sdo bastante utilizados.

Nas pesquisas de Ravella et al. (2010) o acréscimo de NaNOs, juntamente
com extrato de levedura e peptona, mais que dobrou a producdo de EPS; o
acréscimo de NH4SOa4, por sua vez, favoreceu a producdo de biomassa.

De modo geral, as fontes organicas de nitrogénio resultam em maior
producdo de EPS do que as inorganicas, como descrito para Rhodotorula glutinis
e Rhodotorula sp. CAH2 (Cho et al., 2001; Silambarasan et al., 2019). Isso ocorre
porque além de nitrogénio, as fontes organicas apresentam uma composicao rica
em macro e micronutrientes, bem como vitaminas, que favorecem tanto o

crescimento quanto a produgéo de EPS.

- Macro e Micronutrientes



Os macronutrientes e micronutrientes (ou elementos-trago) séo sais
inorganicos e, embora utilizados em pequena quantidade, tém papel fundamental
nos bioprocessos. Esses sais compreendem metais e ndo metais que Sao
essenciais para a estrutura de enzimas, proteinas, vitaminas, e até mesmo de
nucleotideos (Barbosa et al., 2004; Pavlova et al., 2009). A diferenca entre eles é
gue os macronutrientes sdo utilizados em maior quantidade e os elementos-traco
em quantidades minimas.

Os elementos mais utilizados em bioprocessos microbianos sdo: KH2POa,
KCI, MgSOs4, FeSO4, NaCl, Na2HPO4, KH2PO4, MnSO4, entre outros (Barbosa et
al., 2004; Mahapatra e Banerjee, 2013). Geralmente, o sulfato e o fosfato sao
utilizados em maiores quantidades em relacédo aos outros, uma vez que o fosfato
€ um constituinte dos lipideos de membrana e de nucleotideos e o sulfato € muito
requerido na composicdo de aminoacidos e metabolitos secundarios, como € o
caso dos EPS (Barbosa et al., 2004).

Alguns componentes do meio podem ser criticos para o crescimento celular
e produtividade, outros podem ser toxicos e, a maioria, estd envolvida em
interagbes complexas com as vias metabdlicas celulares. Portanto, o equilibrio
entre presenga/ auséncia e concentragdo dos macro e micronutrientes €
determinante no crescimento celular e producdo de EPS. A substituicdo ou
retirada de alguns elementos pode ser vantajosa, pois evita problemas como a
precipitacdo de sais, e simplifica 0 processo sem comprometer a producéo (Isidro
et al., 2016).

Farinha et al. (2019) substituiram com vantagens o HzPOas por KH2POs,
uma vez que este ultimo é uma fonte de dois elementos importantes, o fosforo e o
potassio, sem afetar a producdo de EPS. A retirada de Hs3BOs, KiI,
Na:Mo004.2H20, COCl2, BOs~, I, MoOs> e Co?* também ndo apresentou
influéncia significativa na producéo de biomassa e EPS nos trabalhos de Isidro et
al. (2016) e Farinha et al. (2019). Por outro lado, sais como Ca?*, Mg?*, Cu?*, Fe?*,
Mn?* e Zn?* sdo descritos na literatura como essenciais na producdo de biomassa
e EPS. Esses microelementos tem um papel importante na atividade de enzimas
envolvidas na biossintese de polissacarideos (Liu et al., 2017; Lin et al., 2018).

A biotina é outro constituinte do meio de cultura descrito por Farinha et al.
(2019) como sendo importante e sua auséncia causou diminui¢do significativa na

producdo de EPS por Konagataella pastoris. Além disso, como os EPS
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microbianos sdo produzidos em resposta a condicbes ambientais desfavoraveis,
sua producdo pode aumentar em funcdo de stress abidtico. Por isso, um
significativo aumento na producdo de EPS por R. mucilaginosa CAH2 foi
observado com o aumento nas concentracdes de Al e NaCl no meio de cultivo
(Silambaradan et al., 2019).

Musa et al. (2018) descreveram que a producdo de EPS é uma das
respostas fisiologicas dos fungos ao estresse salino, uma vez que apresentam

funcao protetora contra a alta concentracdo de sais e dessecacao.
- Temperatura, pH e aeragao

A temperatura € um dos fatores fisicos mais importantes na producao do
EPS, uma vez que ird4 influenciar na atividade das enzimas que participam desse
processo, e varia de acordo com cada linhagem (Smirnou et al., 2014).

Um padréo geral que se observa para a maioria das leveduras descritas na
literatura € que as melhores producbes de EPS sado obtidas na faixa mesdéfila de
temperatura. Além disso, a melhor temperatura para producdo de EPS
normalmente néo coincide com a melhor temperatura de crescimento. Smirnou et
al. (2014) observaram que 25 °C foi a melhor temperatura para producédo de EPS
para C. laurentii DSMZ 70766, enquanto o maior crescimento celular ocorreu a 20
°C. Rusinova-Videva et al. (2019), por sua vez, utilizaram a temperatura de 22 °C
para producao de EPS por C.laurentii AL65, isolada da Antartica.

A levedura R. mucilaginosa CUMS16 mostrou capacidade de crescimento
na faixa de 4 °C a 30 °C, mas a melhor producédo de EPS ocorreu a 25 °C (Hamidi
et al., 2020).

Ravela et al. (2010) e Gientka et al. (2016) estudaram a producdo de EPS
por Aureobasidium pullulanse duas linhagens de Candida, respectivamente, a 28
°C. Farinha et al. (2020) produziram o EPS de Komagataella pastoris a 30 °C.

O pH é outro parametro que afeta a producdo de EPS, pois atua
diretamente na agédo das enzimas. Além disso, influencia na solubilidade dos sais
presentes no meio de cultivo e na morfologia da célula microbiana (Fang et al.
2002).

Para a maioria das leveduras é descrito pH na faixa acida para melhor
producdo de EPS, de 3 a 6, predominando valores de pH inicial em torno de 5,0
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(Kuncheva et al., 2013; Smirnou et al, 2014, Farinha et al., 2019; Rusinova-Videva
et al., 2019).

Assim como para a temperatura, o melhor pH para o crescimento celular
costuma nao coincidir com o melhor pH para a producdo de EPS, sabe-se que
valores de pH mais é&cidos sdo considerados melhores, como descrito por
Smirnou et al. (2014).

A maioria dos trabalhos descrevem que, ao longo do processo fermentativo
para a producéo do EPS, ocorre acentuada acidificacdo do meio (Poli et al., 2010;
Gientka et al., 2015; Gientka et al., 2016). Esse comportamento é descrito para a
maioria das leveduras, ocasionando o acumulo de EPS, e esté relacionado com a
fonte de nitrogénio, principalmente as inorganicas (Gientka et al.,2015).

Esse fenbmeno € positivo, pois o pH acido favorece a producédo de EPS. O
acumulo de EPS no meio de cultivo, especialmente em fermentacdo submersa,
resulta em aumento da viscosidade do meio ao longo do tempo, que se deve as
caracteristicas reologicas destas biomoléculas (Barbosa et al., 2004). Este fator
implica na dificuldade de distribuicdo de oxigénio e nutrientes e, desta forma, a
agitacdo tem um papel muito importante para a homogeneizacdo e distribuicao
dos gases e nutrientes no meio. Por isso, a maioria dos trabalhos descritos na
literatura utilizam rotacdes elevadas, sendo 200 rpm a mais comum (Ravela et al.,
2010; Pavlova et al., 2011; Gientka et al., 2016; Farinha et al., 2019). Pelo mesmo
motivo, de um modo geral, maiores taxas de aeracdo também resultam em
maiores producdes de EPS para leveduras (Smirnou et al., 2014; Gientka et al.,
2015). Além disso, o oxigénio molecular é requerido para o metabolismo
energético primario, bem como para a oxidacdo de moléculas responsaveis pelo

transporte dos polissacarideos para o meio extracelular (Kumar et al., 2007).

Substratos agroindustriais para producao de EPS

S&ao crescentes as pesquisas utilizando substratos de origem agroindustrial
para a producao de EPS, uma vez que este é um fator que tem grande influéncia
nos custos de producéo (Hereher et al., 2018).

Os residuos agroindustriais sdo considerados uma 6tima fonte de carbono,
nitrogénio, minerais e vitaminas e, por isso, podem ser empregados em

bioprocessos para a obtencdo de biomoléculas de interesse biotecnoldgico e
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industrial (Zihare et al., 2018). Além disso, pelo fato de possuirem menor custo,
podem ser uma alternativa aos substratos tradicionais (Bernardes et al., 2014).

Estes residuos sao, geralmente, liquidos como xaropes, melagos, sucos,
soro de leite, aguas residuais da moagem de azeitonas, entre outros, embora
também possam ser utilizadas residuos solidos como polpas e biomassa
linocelulésica (Ozcan e Oner, 2015).

Outra vantagem é que o direcionamento dos subprodutos para estes
bioprocessos reduz a deposicédo desse material no meio ambiente, o que contribui
muito para a diminuicdo de problemas de contaminagdo ambiental (Pandey et al.,
2000).

No entanto, apesar dessas diversas vantagens, a utlizacdo de tais
residuos tem a desvantagem de apresentar baixa padronizacdo da sua
composicdo. Isso ocorre devido as flutuacbes climaticas, composi¢cdo do solo e
condicdes de cultivo, da matéria prima, que geram variagcdes na composi¢do dos
produtos agricolas, a partir das quais estes residuos sédo gerados (Woiciechowski
et al., 2013).

A produgéo bacteriana de EPS utilizando subprodutos agroindustriais como
fontes de carbono e nitrogénio € mais prolifica na literatura.

O melagco cana-de-acucar e a milhocina sdo o0s mais citados,
respectivamente (Ruiz et al., 2015; Amado et al., 2017; Wang et al., 2020).

Entretanto, sdo menos frequentes os trabalhos que descrevem o0 uso de
substratos agroindustriais por leveduras na produgéo de EPS.

Milhocina foi utilizada como fonte organica de nitrogénio para a producéo
de EPS por Sporidioboluspararoseus JD-2 e por Aureobasidium pullulans com
bons resultados (Ravella et al.,2010; Han et al., 2016).

Sharma et al. (2013) estudaram a producdo de EPS por Aureobasidium
pullulans RBF 4A3 utilizando cinco diferentes residuos agroindustriais: tortas de
farelo de arroz, de farelo de soja, de semente de algoddo, de semente de
mostarda e milhocina como fontes de nitrogénio, atingindo cerca de 88 g/L de
EPS.

Silva (2019) descreveu elevada producao EPS por Cryptococcus laurentii
SD7 utilizando uma combinacdo de melago de cana-de-acucar e milhocina como

fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente.
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Considerando que a sacarose € o principal substrato utilizado para
producdo microbiana de EPS, o uso do melago para esta finalidade se justifica,
uma vez que este subproduto contém em sua composicdo entre 30-60% de
sacarose, além de outros acucares como glicose e frutose (Xu et al., 2015;
Soukoulis e Tzia, 2018; Palmonari et al., 2020). Além disso, possui vitaminas,
minerais, proteinas e amino&cidos que podem substituir as fontes sintéticas
convencionais e de maior custo (Rebelato et al., 2013; Saxena e Tanner, 2013;
Soukoulis e Tzia, 2018).

O melago € um liquido viscoso e escuro, e considerado o principal
subproduto da industria acucareira, sendo obtido durante o processo de
cristalizacdo do acucar (Soukoulis; Tzia, 2018). Em média, para cada tonelada de
cana processada, cerca de 40 a 60 Kg de melagco sdo gerados, o que torna este
subproduto uma fonte de carbono abundante e renovavel para uso em processos
fermentativos, uma vez que apresenta em sua composi¢ao vitaminas, aclcares e
fonte de nitrogénio (Tabela 1), capazes de fornecer um ambiente propicio para os
microrganismos sintetizarem biomoléculas de interesse industrial (Oliveira et al.,
2019). Por esta razao, varios estudos descrevem a utilizacdo do melaco em uma
segunda cadeia produtiva, como substrato na producdo das mais variadas
biomoléculas como bioetanol, proteina microbiana, lipideos microbianos,
pigmentos e polissacarideos (Arshad et al., 2019; Bento et al., 2020; Dias et al.,
2020; Wang et al., 2020).Outra vantagem do melaco € seu efeito tamponante nos
meios de cultivo, resultante dos aminoacidos presentes em sua composicao,
podendo ser empregado em bioprocessos que exigem a manutencdo de pH do
meio ao longo do tempo (Dumbrepatil et al., 2008).

Dessa forma, o uso de subprodutos agroindustriais para producdo de EPS
por leveduras € um campo aberto a ser explorado, justificado pelo seu custo-
beneficio e que pode ser uma alternativa sustentavel e valida para alcancar a

producdo de EPS em escala industrial.

Tabela 1: Composicéo quimica do melaco de cana-de-agucar

Composicao Concentracéo g (%)
Nitrogénio 0,58 p/v
Fosforo 0,015 p/v

Potassio 1,63 p/v
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Umidade 9,10 p/p

Cinzas 9,98 p/p

Glicidios redutores em glicose 14,72 plp
Glicidios néo redutores em sacarose 33,78 plp

Fonte: Feltrin et al. (2000)

Estrutura dos exopolissacarideos produzidos por leveduras

A composi¢cdo monossacaridica dos EPS microbianos esta estritamente
relacionada com a composicao e condic¢des fisico-quimicas do meio. Entretanto,
os resultados de Kharat et al. (2018) demonstraram que duas espécies de
leveduras, denominadas PS1 e PS2, produziram polissacarideos diferentes nas
mesmas condi¢des de cultivo em meio YEPD. A estrutura do EPS da linhagem
PS1 apresentou glicose, frutose, sacarose, maltose e lactose, enquanto o EPS de
PS2 apresentou apenas glicose e frutose em sua composicao.

Pavlova et al. (2011) e Rusinova-Videva et al. (2014) estudando diferentes
linhagens de C. laurentii isoladas da Antartica e cultivadas em sacarose,
descreveram polissacarideos com diferentes composic¢des: na linhagem AL100 a
estrutura do EPS era formada de manose, glicose, galactose, ramnose, com
predominio de arabinose (acima de 60%), enquanto a linhagem AL62 apresentou,
predominantemente, xilose (cerca de 45%), seguido de manose e glicose. O que
esses dois EPS tém em comum € a elevada quantidade de pentoses em sua
estrutura. Isso demonstra que a composi¢cdo dos EPS microbianos também é
espécie-dependente.

O ajuste da composicdo do meio de cultivo ndo reflete somente no tipo,
mas também na proporcdo dos monossacarideos constituintes. O ajuste fino entre
a fonte de carbono (glicerol) e os sais na composi¢cdo do meio de cultivo elevou
em 10% o conteudo do complexo quitina-glucana e em 34% o contetddo de
mananas na parede celular de Komagataella pastoris (Farinha et al., 2019).

Segundo Pavlova et al. (2011), de um modo geral, os EPS de leveduras
contém elevado conteudo de carboidratos (acima de 70%), proteinas (entre 3 e
11%) e diferentes quantidades de cinzas. Na composi¢cdo dos EPS de leveduras,

embora bastante diversificada, predominam os acucares glicose e manose.
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Sajna et al. (2013) descreveram a producdo de um EPS formados por
glicose, galactose e manose (proporcao 2,4:5,0:2,6) por Pseudozyma sp. NIl
08165.

Poli et al. (2010) descreveram uma estrutura do tipo manana (polimero de
manoses) no EPS produzido por Sporobolomyces salmonicolor AL1, isolado da
Antartica e cultivado em sacarose.

O EPS produzido por Rhodosporidiumbabjevae em meio contendo glicose
apresentou estrutura formada, principalmente, por manose e glicose, na
proporcao de 84:16 mol%, respectivamente (Seveiri et al., 2020).

Rhodotorula mucilaginosa sp. GUMS16, por sua vez, apresentou um
polissacarideo com maior proporcdo de glicose do que manose (85:15 mol%,
respectivamente) (Hamidi et al. (2020). Alguns acidos urdnicos também fazem
parte da estrutura de varios EPS de leveduras, como o acido glicurdnico (Smirnou
et al., 2014; Gientka et al., 2015).

Além da fonte de carbono, mudancas fisico-quimicas no meio podem
alterar a composicéo do EPS. Os resultados de Breievora et al. (2005) mostraram
que sob estresse salino o EPS de C laurentii var. laurenti CCY 17-3-16
apresentou menor contetido de proteinas e fésforo.

Smirnou et al. (2014) descreveram que, para C. laurentii, 0 aumento do pH
de 3 para 6 elevou o conteudo de acido glicurénico e diminuiu o conteudo de
galactose, xilose e glicose do EPS. A diminuigdo da temperatura de 25 °C para 15

°C, por sua vez, elevou o conteudo e glicose.

Fermentacdo sdlida e submersa para a obtencéo de EPS

A producgéo de EPS pode ser realizada por meio de fermentagéo submersa
ou, menos frequentemente, em estado soélido.Esse tipo de cultivo envolve a
presenca de um meio liquido, onde parametros como a agitacdo e oxigenacao
devem ser considerados para melhorar a distribuicdo dos nutrientes e oxigénio
respectivamente, pelo microrganismo (Chaisuwan et al., 2020).

Na fermentacdo submersa, geralmente, alguns substratos agroindustriais
liguidos como o melagco de cana-de-agucar e soro de leite sdo frequentemente
utilizados. Nesse processo, o cultivo dos microrganismos assim como a extragao
do EPS é, geralmente, mais simples em relagéo a fermentacdo em estado solido.

Esta ultima é caracterizada pela auséncia de agua em estado livre e portanto,
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mais requerida para microrganismos que crescem e realizam seus processos
metabdlicos em baixa atividade de agua, como é o exemplo de fungos
filamentosos (Santos et al., 2018; Chaisuwan et al., 2020).

Para a fermentacdo em estado solido, os substratos agroindustriais mais
utilizados séo a farinha de mandioca, cascas de frutas, casca de café, farelo de
soja, farelo de trigo, entre outros. Neste tipo de fermentacéo parametros como o
teor de umidade séo de extrema importancia (Santos et al., 2018).

Liu et al. (2019) descreveram diferencas na producdo de EPS em
fermentacdo solida e submersa. Estes autores demonstraram que quando
cultivado em meio solido a producédo de EPS em g/L por Cordycepsmilitaris foi 3
vezes maior do que em fermentacdo submersa.

Seesuriyachan (2012) demonstrou em seu trabalho que a producédo de
EPS em fermentacao sélida também permitiu a obtencdo de maiores rendimentos
de EPS do que quando comparado a fermentacdo submersa. Entretanto o tempo

de producéo foi mais elevado.

Aplicacdes dos EPS

Os EPS microbianos apresentam algumas aplicacdes nos mais diversos
setores da industria. Essas aplicacbes sdo dependentes das atividades bioldgicas
gue 0S mesmos exercem, e estas, por sua vez, variam de acordo com a seu peso
molecular, composicao dos monossarideos e estrutura conformacional (He et al.,
2012; Chaisuwan et al., 2020). Além disso, a adicdo de grupos funcionais, que
ocorre durante a biossintese do EPS, pode influenciar em determinadas
propriedades (Chaisuwan et al., 2020).

Liu et al. (2019) investigaram a atividade antioxidante do EPS produzido
por LactobacillusplantarumWLPLO4purificado e apos ser sulfatado. Ambos
apresentaram atividade antioxidante, entretanto o EPS sulfatado inibiu de maneira
significante o aumento de espécies reativas de oxigénio em maior proporcao do
gue quando comparado ao EPS purificado.

Jeong et al. (2017) descreveram o efeito antimicrobiano e bactericida de
EPS produzido por Lactobacilluskefiranofaciens DN1 isolados de kefir.

He et al. (2012) descreveram a potencial atividade antioxidade de EPS
produzido por Phellinusigniarius. Estes mesmos autores também demonstraram a

capacidade imunomoduladora do EPS em estudo.
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Freitas et al. (2009) relataram a andlise da atividade bioldgica do EPS
produzido por cepas de Pseudomonas. Estes autores observaram que o EPS
estudado apresentou capacidade floculante de 82,6%, valor muito semelhante ao
obtido com a goma xantana. Além disso, esse EPS também apresentou
significativa atividade emulsificante de 38% que, nesse caso, foi andloga a
atividade emulsificante da xantana (41%).

Kharat et al. (2018) descreveram a atividade antioxidante, floculante e
surfactante de EPS produzidos por uma espécie de levedura isolada e identificada
como PS1.

Hamidi et al. (2020) relataram a capacidade antioxidante de EPS produzido
por Rhodotorula mucilaginosa sp. GUMS16. O potencial de atividade antioxidante
destes EPS se mostrou superior ao de EPS ja utilizado na industria de
cosmeéticos, como € o caso do acido hialurénico. Esses autores sugerem que o
conteudo de manose influencia na atividade do EPS.

Kuncheva et al. (2007) demonstraram a atividade emulsificante de manana
e glicomanana produzidos por diferentes espécies de leveduras.

Maaelej et al. (2015) descreveram a capacidade de adsorcao a diferentes
tipos de metais por um EPS extraido da bactéria Pseudomonas stutzeri AS22.
Estes autores relataram que o EPS produzido foi capaz de se ligar ao chumbo,
principalmente, além de outros metais como ferro, cobre e cadmio. Assim, esses
autores sugerem a utilizacdo dos polissacarideos produzidos por esta espécie
como alternativa de biossorventes, devido a suas propriedades tenso ativas.

Alguns autores também relatam a capacidade imunomoduladora e
antitumoral de alguns EPS microbianos. Através da estimulacdo de células do
sistema imunolégico, assim como anticorpos e inibicdo da proliferacédo celular, os
EPS tem sido amplamente alvo de pesquisas (Adebayo-Tayo et al., 2018).

De modo geral, os EPS, devido a suas propriedades, podem ser utilizados
na indastria de alimentos como emulsificantes, estabilizantes e geleificantes; na
industria farmacéutica devido as suas propriedades anticolesterolémicas e
imunomoduladoras e na area meédica como eficientes agentes antitumorais.
Entretanto, o que se observa € que em sua grande maioria, as atividades
bioativas descritas sdo relacionadas com fungos filamentosos ou bactérias.

Todavia, os EPS produzidos por leveduras apresentam potencial para o
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embasamento de pesquisas futuras, devido a sua diversidade estrutural e,

consequentemente, funcional.
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BIOSSINTESE DE EXOPOLISSACARIDEOS PELA LEVEDURA Cryptococcus
laurentii SD7 UTILIZANDO FONTES DE CARBONO E NITROGENIO DE BAIXO
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ABSTRACT: Microbial polysaccharides are of great biotechnological and commercial
interest and have wide application in the food, cosmetic and medicine industries due to their
emulsifying, thickener, flocculant, stabilizing, antioxidant and antimicrobial, anti-
cholesterolemic, anti-tumor, biosurfactant, anti-inflammatory and immunomodulatory
properties. However, the high cost of production has favored the search for alternative
substrates, mainly renewable and of agro-industrial origin. Thus, this work aimed to evaluate
the use of low cost substrates for the production of EPS by C. laurentii SD7. For this, the
determination of the total sugar content of the molasses was carried out and, subsequently,
fermentative tests for the selection of different sources of carbon and nitrogen, in
concentrations of 5 and 1% respectively, for the production of EPS and microbial biomass.
Based on the results, a Central Rotational Design 23 (DCCR 2%) was performed to determine
the best concentrations of the best sources of carbon and nitrogen for the production of EPS.
The best condition for EPS biosynthesis was that in which the culture medium was
supplemented with sugarcane molasses and the combination of salts (NH4)2SO4 and NaNO:s.
However, the design showed that NaNOz did not influence EPS production at 10% of
significance, and only sugar cane molasses and (NH4)2SO4 were effective at concentrations of
9% and 0.2% with maximum EPS production 11 g/L. Thus, we can conclude that yeast has a
high potential for the production of EPS and the use of sugarcane molasses and the

combination of inorganic salts as substrates is very promising.

Keywords: Biopolymers, fungi, agro-industrial by-products
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INTRODUCAO

Os exopolissacarideos microbianos (EPS) sdo de grande interesse biotecnologico e
comercial e tém ampla aplicacdo nas industrias de alimentos, cosméticos e medicamentos
devido as suas diversas propriedades biologicas tais como emulsificantes, espessantes,
floculantes, estabilizantes, antioxidantes, antimicrobianas, anticoagulantes, antitumorais,
anticolesterolémicas e imunomoduladoras. Essas propriedades sdo fornecidas por um
conjunto de fatores como o peso molecular do EPS e sua estrutura quimica (Silva et al., 2006;
Ozcan & Oner, 2015).

Estes biopolimeros apresentam algumas vantagens em relagdo aos polissacarideos
tradicionais obtidos por plantas e algas, como o grau de pureza, potencial elevado de
polimerizacdo e maior capacidade de retencdo de agua. Além disso, a producdo por
microrganismos é mais vantajosa devido a facilidade de cultivo e controle dos parametros
fisico-quimicos que envolvem a producdo de biomoléculas (Donot, Fontana, Baccou, &
Schorr-Galindo, 2012; Ozcan & Oner, 2015). Um outro fator interessante é que, o processo de
extracdo dos EPS microbianos €, no geral, mais simples e rapido, devido o ciclo de vida curto
dos microrganismos.

Os EPS podem estar ligados a célula formando uma cépsula ou podem ser secretados
no meio extracelular em forma de limos, e percebidos pelo aumento da viscosidade do meio
fermentativo a medida que o periodo de fermentacao é prolongado (Kumar et al., 2007). Esse
aumento da viscosidade ocorre devido ao aumento da concentracdo do EPS no meio de
cultivo. Entretanto, em meios mais viscosos a distribuicdo de oxigénio e nutrientes se torna
critica, dificultando o metabolismo microbiano. Diante disso, para processos comerciais,
meios com caracteristicas menos pseudoplasticas e mais newtonianas sdo mais desejados, e
portanto, deve-se levar em consideracdo o ajuste dos parametros fisicos e quimicos como
agitacdo, aeracdo, relacdo C: N, como forma de reduzir a interferéncia de fatores indesejaveis
ao processo (Kumar, Mody, Jha, & 2007).

Embora ndo sejam essenciais para a sobrevivéncia, os EPS fornecem aos
microrganismos protecdo contra fagocitose, estresse osmotico, dessecacdo, formacgdo de
biofilmes e muitos estdo associados a viruléncia (Denny, 1995; Prasannath, 2013). Dessa
forma, podem ser considerados metabolitos secundarios, produzidos em condi¢fes adversas
COmo excesso ou escassez de nutrientes, temperaturas baixas ou pH acido (Kumar et al.,
2007; Gientka, Btazejak, Stasiak-Rozanska, &ChlebOWSka-Smigiel, 2015).

Muitas sdo as pesquisas que visam a producdo de EPS em escala industrial, tendo

em vista suas diversas aplicacdes nos setores industriais, farmacéuticos e na area médica
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(Pavlova et al., 2011; Gientka et al, 2015; Zhou et al, 2016; Sardari et al,
2017). No entanto, o custo-beneficio desses bioprocessos ainda se constitui um
problema, pois alguns microrganismos nao produzem EPS em quantidades
satisfatorias e as fontes de carbono tradicionais utilizadas, como glicose e sacarose,
apresentam custo elevado (Ruiz et al., 2015). Em fungdo disso, tém surgido diversas
pesquisas que visam a utilizacdo de substratos agroindustriais para a producdo de
biomoléculas de interesse como os EPS (Santos, Kotovicz, Barana, & Almeida, 2012; Ruiz et
al., 2015; Santos et al., 2018). A utilizacdo desses substratos se apresenta uma alternativa
sustentavel, tendo em vista que, além de agregar valor aos subprodutos agroindustriais que
muitas vezes sdo descartados, podem reduzir os problemas de contaminacdo ambiental
(Santos, Kotovicz, Barana, & Almeida, 2012; Ruiz et al., 2015).

Diante desse panorama, o melaco de cana-de-agcucar € uma alternativa viavel, pois
apresenta potencial para ser utilizado nestes bioprocessos, e contém em sua composi¢do
acucares, vitaminas, minerais e aminoécidos que podem substituir perfeitamente a utilizacéo
das fontes convencionais (Saxena & Tanner, 2012; Rebelato, Madaleno, & Rodrigues, 2013).
Desta forma, essa pesquisa teve como objetivo otimizar a producdo de exopolissacarideos e
biomassa microbiana, a partir da suplementacdo do meio de cultivo com diferentes fontes de

carbono e nitrogénio de baixo custo.
MATERIAL E METODOS
Determinacdo do teor de agUcares do melaco de cana-de-agUcar

Para as analises de comparacéo entre diferentes fontes de carbono e sua influéncia na
producdo de EPS foram realizados testes preliminares para determinacdo do teor de aglcares
no melago, tendo em vista que esta fonte de carbono, diferentemente das fontes convencionais

apresentadas na Tabela 1, apresenta uma composi¢cdo complexa e sujeita a variagdes.
- Acucares redutores (Miller, 1959)

A medicdo dos agucares redutores se deu pelo método de Miller (1959) utilizando
DNS (3,5-di-nitrosalicitato). A solucdo elaborada para esta analise foi de 1g de melaco de
cana-de-acgucar diluida em 100 mL de agua destilada, resultando em uma dilui¢do de 1:100.
Posteriormente, 1 mL dessa amostra foi diluido em 2 mL de agua destilada, resultando em
uma diluigdo final de 1:300. Uma aliquota de 0,25 mL da amostra foi adicionada a 0,25 mL
do reagente DNS, e aquecidas por 5 min a 60°C. Apos esse procedimento, foram adicionados
2,5 mL de &gua destilada & amostra, e a leitura da absorbéncia feita em 540 nm. O resultado
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foi obtido a partir da curva padrdo de glicose e expresso em % de acUcares redutores. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
- AcUcares redutores totais (Miller, 1959)

A solucdo elaborada para esta analise foi uma diluicdo de 1:100 de 1g de melaco de
cana-de-acgucar. Posteriormente, 1 mL dessa amostra foi diluido em 1 mL de &cido cloridrico
(HCL) 2N. Essa amostra foi aquecida para a hidrolise, nas mesmas condicgdes ja descritas e,
apos resfriada, foi adicionado 1 mL de hidréxido de soédio (NaOH) 2M resultando em uma
diluicdo de 1:300. Em seguida, foi retirado 1 mL do diluido e foram adicionados 2 mL de
agua destilada, resultando, por fim, em uma diluicdo de 1:900. Os passos subsequentes

ocorreram conforme descrito anteriormente.
- AcUcares ndo redutores

A obtencdo dos acucares ndo redutores foi determinada pela diferenca entre os valores
de acUcares totais e agUcares redutores.

2
A partir da curva padréo da glicose, foi gerada a equacéo, cujo R foi de 0,97:
Y =0,5906x + 0,0061 (eq.1)
Onde: Y= Concentracdo (g/L) e X= absorbancia (540 nm)

Producéo de Exopolissacarideos (EPS) utilizando diferentes fontes de carbono
- Preparo do in6culo

A levedura C. laurentii SD7 foi obtida da colecdo de culturas do laboratério de
bioquimica da UFRB. A levedura foi inoculada em meio Sabouraud Dextrose Agar em placas
de Petri e incubada a 26 °C + 2 °C por 48 horas. Em seguida, foram retiradas duas al¢adas de
colobnias e adicionadas ao meio composto por (p/v): 0,2% (NH,;),SOy4, 0,1% KH,PO,4, 0,05%
MgSQ,.7H,0, 0,01% NaCl, 0,01% CaCl,.2H,0, 0,1% extrato de levedura e, diferentes fontes
de carbono a 5%, conforme apresentadas na Tabela 2. Esse indculo foi mantido em rotacéo de
180 rpm e 25+2 °C por 24 horas.

- Ensaios Fermentativos

Para a andlise de diferentes fontes de carbono, 2,5 mL do in6culo foram transferidos

para 22,5 mL de meio de cultivo para producdo de EPS com a mesma composicdo descrita
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para o preparo do indculo.A fermentacdo ocorreu conforme descrito anteriormente e durante
96 horas.

- Determinacéo da producéo de EPS

Apos o periodo de fermentacéo, foi realizada a determinagdo do pH final das amostras.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm e 4 °C durante 20 minutos, para a
separacdo da biomassa e do sobrenadante. A este ultimo foram adicionados 2 volumes de
etanol absoluto correspondente ao volume da amostra e, posteriormente, as mesmas foram
mantidas a uma temperatura de -4 °C durante 24 horas. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas novamente, conforme j& descrito, para a precipitacdo do EPS. E,
posteriormente, foram secas em estufa a 80 °C e pesadas. A producdo de EPS foi determinada

em g/L.

- Determinacéo do crescimento celular

Para a analise do crescimento celular, a biomassa foi ressuspendida em agua destilada
no mesmo volume do caldo fermentativo e, posteriormente, foi realizada a leitura da
absorbancia em 600 nm. Os valores de absorbancia foram convertidos em g/L utilizando a

equacéo obtida a partir da curva padréo de massa seca x absorbancia realizada para a levedura
C. laurentii cujo o szoi 0,99:

Y =2,1696 x + 0,0722 (eq.2)

Onde: Y= absorbancia e X= concentracdo (g/L)

Producéo de Exopolissacarideos (EPS) utilizando diferentes fontes de nitrogénio

A partir dos resultados obtidos, procedeu-se a realizagcdo de experimentos para

determinar a melhor fonte de nitrogénio para a biossintese de EPS e biomassa microbiana.
- Preparo do in6culo

O preparo do indculo ocorreu conforme descrito para os testes com diferentes fontes
de carbono. A composicdo do indculo foi de (p/v): 0,1% KH,PO,, 0,05% MgSO,.7H,0,
0,01% NacCl, 0,01% CaCl,.2H,0. Foram adicionadas diferentes fontes de nitrogénio, bem
como suas combinagdes, conforme descrito na Tabela 2. O meio foi suplementado com

melaco de cana-de-agUcar ou sacarose a 5%.

- Ensaios Fermentativos
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Para a andlise de diferentes fontes de nitrogénio, 2,5 mL do in6culo foram transferidos
para 22,5 mL de meio de cultivo para producdo de EPS com a mesma composic¢ao descrita
para o preparo do indculo.A fermentacdo e os procedimentos descritos para a obtencdo do teor
de EPS e biomassa ocorreram conforme descrito para os testes com diferentes fontes de
carbono. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados obtidos foram avaliados
por meio da andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey a 5% de significancia pelo software
R.

Tabela 2: Fontes de carbono e nitrogénio utilizadas para a produgédo de EPS expressas em
porcentagem

Fontesde nitrogénio (1%0) Fontes de carbono (5%o)
Uréia Melaco
Ureia + (NH4).SO,4 Sacarose
Uréia + Extrato de levedura Glicose
Uréia + Peptona Lactose
Uréia + NaNOs Maltose
NaNO3 Sorbitol
NaNOs+ (NH,),SO04 Glicerol

NaNOs3 + peptona

NaNOz+ Extrato de levedura
Peptona
Peptona + (NH,),SO,
Peptona + Extrato de levedura
Extrato de Levedura
Extrato de levedura + (NH,4),SO,4
(NH4)2S04

Otimizacdo da producdo de EPS utilizando o Delineamento Composto Central

Rotacional 23(Rodrigues e lemma, 2009)

A otimizagdo da producdo de EPS foi realizada empregando-se a metodologia de
superficie de resposta. A produgdo de EPS (g/L) foi a varidvel dependente e o melago de

cana-de-agucar, NaNO3z e (NH4)>SOs foram as variaveis independentes. Uma matriz de
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Delineamento Composto Central Rotacional 23 (DCCR 2°) foi construida resultando em 17
ensaios (Tabela 4) (Rodrigues e lemma, 2009). Dois niveis foram selecionados, sendo um
superior (+1) e um inferior (-1); dois pontos axiais (+1,68 e -1,68) e um ponto central (0) que
consistiu em 3 repeticbes (Tabela 3). Esse modelo é representado por uma equacao

polinomial de segunda ordem:

Y =ho+h1X1+b2Xo+h3 X3 + b12X1 Xz + b13X1 X3 +023X2X35+b11X? + baoxX? +b3sX? (eq. 3)

onde: y é a resposta predita da producdo de EPS;Xi, Xoe X3 sdo as formas codificadas
(Melaco, NaNOs e (NHa)2S04); borefere-se ao ponto de intersecdo; bi, b2 e bz sdo coeficientes
lineares; biocoeficiente
deinteracdodupla;b11 booebzssdocoeficientesquadraticos.Osvaloresdosniveisestudadosforamcal
culados por meio daEquacgéo(4):

Xn=(X—Xo)/ Xr11—X1

Onde: Xné o valor codificado; X é o valor real da variavel independente; Xoo valor

realdopontocentral; X+1€ovalordonivelsuperior; X.iéovalordonivelinferior.

- Preparo do in6culo e Condigoes de fermentacao

O indculo e 0 meio para fermentacdo apresentaram a composicdo de (%): 0,1 de
KH2POg; 0,05 de MgSO4.7H20; 0,01 de CaCl. e 0,01 de NaCl. O melaco de cana-de-acucar,
(NH4)2SO4 e NaNOgz foram adicionados ao meio de acordo com a Tabela 3. As condigdes

para a obtencdo do indculo e fermentacdo sdo as mesmas descritas anteriormente.

Tabela 3: Delineamento Composto Central Rotacional 22 para producio do EPS utilizando
melaco de cana-de-acucar, NaNOs e (NH4)2SO4

Variaveis codificadas

-1,68 -1 0 1 1,68

X1- Melago (%) 1,0 2,6 5 7,4 9,0
X2—NaNOs (%) 0,2 0,3 0,5 0,7 0,8
X3— (NH4)2S04 (%) 0,2 0,3 0,5 0,7 0,8




34

202  Tabela 4: Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 23 com as variaveis
203  codificadas e decodificadas.

Melaco  NaNOs (NH4)2SO4

Ensaios X1 X2 X3 (%) (%) (%)
1 -1 -1 -1 2,6 0,3 0,3
2 1 -1 -1 7,4 0,3 0,3
3 -1 1 -1 2,6 0,3 0,3
4 1 1 -1 7,4 0,3 0,3
5 -1 -1 1 2,6 0,7 0,7
6 1 -1 1 7,4 0,7 0,7
7 -1 1 1 2,6 0,7 0,7
8 1 1 1 7,4 0,7 0,7
9 -1,68 0 0 1,0 0,5 0,5
10 1,68 0 0 9,0 0,5 0,5
11 0 -1,68 0 5 0,2 0,5
12 0 1,68 0 5 0,8 0,5
13 0 0 -1,68 5 0,5 0,2
14 0 0 1,68 5 0,5 0,8
15 0 0 0 5 0,5 0,5
16 0 0 0 5 0,5 0,5
17 0 0 0 5 0,5 0,5
204
205 A fermentacdo e os procedimentos descritos para a obtencdo do teor de EPS e

206  biomassa ocorreram conforme descrito para os testes com diferentes fontes de carbono e
207  nitrogénio. Os resultados obtidos, a partir do modelo experimental, foram analisados no

208  programa Statistica versao 7.1.

209
210 RESULTADOS E DISCUSSAO

211 Determinacéo do teor de agucares do melaco de cana-de-agucar
212 De acordo com alguns autores a composi¢do quimica do melago é bastante variada a

213 depender do lote. Entretanto, o que se observa é que 0 melaco apresenta uma composicao de
214  agucares totais que varia entre 50 a 70%(Li et al., 2015; Xu et al., 2015; Soukoulis & Tzia,
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2018; Palmonari et al., 2020). Esses resultados diferem dos valores encontrados no presente
estudo, onde o teor de agucares totais foi de 30,85%.

De acordo com Woiciechowski, Carvalho, Spier e Habus (2013), os substratos
agroindustriais como melaco de cana-de-agucar sdo boas fontes de carbono para serem
empregados em processos fermentativos, devido ao elevado teor de aglcares em sua
composi¢do. No entanto, este teor de aclcares pode sofrer variagdes, qualitativas e
quantitativas, resultantes de alguns fatores como o clima, as condicdes de cultivo da matéria
prima, entre outros. Isso sugere a importancia da determinacdo da composicdo do melaco,

levando em consideragéo a suscetibilidade do mesmo a estas variagoes.
Efeito de diferentes fontes de carbono na producéo de EPS e biomassa

Conforme apresentado na Figura 1, entre as fontes de carbono testadas, o melagco de
cana-de-acucar foi o melhor substrato para a producdo de EPS, em média 2,5 vezes maior que
a sacarose, glicose, lactose e maltose.Nao houve diferencas estatisticas na producdo de EPS
guando o meio foi suplementado com sacarose, maltose, lactose ou glicose. O glicerol por

sua vez foi o pior substrato para a producdo de EPS.

a @ -8
o] B P (g/L) .
] EZZ Biomassa (g/L) 1
7 —E—pH

EPS (g/L)
Biomassa (g/L)

Melagco Sacarose Glicose Lactose Maltose Sorbitol Glicerol

Fontes de carbono (5%)

Figura 1: Producdo de EPS (g/L), Biomassa (g/L) e variacdo do pH ao longo do periodo fermentativo de 96 horas por C. laurentii SD7 em
diferentes fontes de carbono. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).
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Os trabalhos com producéo de EPS por leveduras utilizando melago de cana-de-agucar
sdo escassos. Entretanto, alguns trabalhos direcionaram os estudos para a comparacdo de
producdo de EPS por bactérias, utilizando o melaco e diferentes fontes simples como glicose,
sacarose, maltose e lactose. O que se observa é que, de um modo geral, 0 melaco influencia
positivamente na producdo, de modo a promover rendimentos de EPS bastante elevados e
muito melhores do que quando o meio é suplementado com fontes tradicionaiscomo sacarose
e glicose, lactose e maltose (Srikanth et al., 2014; Ruiz et al., 2015; Ergene & Avci, 2017;
Moghannem, Farag, Shehab, &Azab, 2018; Sirajunnisa, Vijayagopal, &Viruthagiri, 2018).

Esses resultados sugerem que, provavelmente, os elevados rendimentos de EPS se
devam ao fato de que, além de ser rico em acuUcares fermentesciveis, 0 melaco também
apresenta sais como fosfatos, sddio, calcio, magnésio e fosforo, além de diversos
aminoacidos. Essa combinacdo de macro e microelementos provavelmente contribui para
melhorar a produgéo de EPS, fazendo do melago uma boa alternativa de substrato para este
fim (Xu & Xu, 2014; Soukoulis & Tzia, 2018).

Entretanto, esses resultados variam a depender das espécies de leveduras. Gientka,
Bzducha-Wrobel, Stasiak-Rozanska, Bednarska, e Blazejak (2016) relataram que a maltose
foi a melhor fonte de carbono para a producdo de EPS por cepas de Candidafamata e C.
guilliermondii, com rendimentos de 2,10 e 3,0 g/L respectivamente, em 96 horas de cultivo. A
producdo de EPS por C. guilliermondiiutilizando maltose representou o dobro dos
rendimentos obtidos quando a sacarose foi utilizada (2,10 g/L). Além disso, demonstraram
que a lactose ndo foi assimilada por C. guilliermondii producdo de EPS e se apresentou
ineficiente paraC. famata, com rendimentos de apenas de 1,0 g/L, em 96 horas de cultivo.

Pavlova, Koleva, Kratchnova e Panchev (2004), entretanto, demonstraram que a
sacarose foi a melhor fonte de carbono na producdo de EPS por cepas de Sporobolomyces
salmonicolor, Cryptococcus albidus, C. laurentii e Cryptococcus sp. com rendimentos de até
5,18 g/L em 168 horas de cultivo. Essa producdo, quando comparada com o presente estudo
apresentou, estatisticamente, rendimentos muitos menores, considerando que a maxima
producdo de EPS ocorreu em um periodo de tempo muito maior, demonstrando que a C.
laurentii SD7 apresenta um elevado potencial de producdo, em relagdo a outras espécies

descritas na literatura.

Pavlova, Panchev, Krachanova e Gocheva (2009) testaram a producédo de EPS por 3
isolados (AL49 — AL51, AL54), trés cepas do género Cryptococcus (C. laurentii AL7, C.
laurentii AL9 eC. Flavus AL10), Rhodotorula minuta AL1 e DebaryomyceshanseniiALS3.
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Para todos os microrganismos estudados, a produgdo de EPS foi maior quando o meio foi
suplementado com sacarose, com rendimentos de, no maximo, 3,04 g/L ap6s 120 horas.
Entretanto, a producdo utilizando glicose também foi eficiente e ndo apresentou valores muito

discrepantes dos primeiros.

Silambarasan, Logeswari, Cornejo e Kannan (2018) e Hamidi et al. (2020) observaram
que a producdo de EPS por Rhodotorula sp. CAH2 e por Rhodotorula mucilaginosa sp.
GUMS16 respectivamente, foi maior quando o meio foi suplementado com sacarose. Outros
autores, estudando a producdo de EPS por bactérias, observaram que a sacarose também se
destaca entre as fontes de carbono estudadas (Khani, Bahrami, Chegeni, Ghafari, &Zadeh,
2016; Abd-alla, Bashandy, Nafady, &Hassan, 2018).Wu et al. (2014) e Xu et al. (2017)
observaram que a sacarose foi a melhor fonte de carbono na producdo de EPSpor

Paecilomyceshepiali HN1 e porPhellinusvaninii Ljup, respectivamente.

No geral, os maiores rendimentos de EPS ndo parecem estar associados apenas com a
fonte de carbono utilizada, como dissacarideos ou monossacarideos, mas tambem com a
espécie do microrganismo estudado, levando em consideracdo 0 aparato enzimaético
(Samadlouie, Jahanbin, &Jalali, 2020).

Samadlouie et al. (2020), por exemplo, observaram que a melhor fonte de carbono
para a producdo de EPS por Rhodotorula minuta ATCC 10658, foi o amido seguido do
sorbitol. Esses resultados diferem do presente trabalho, onde o sorbitol, um agutcar alcool, foi,
entre as fontes simples de carbono, o que apresentou menores rendimentos de EPS.

Gientka et al. (2016) também descreveram uma baixa producdo de EPS quando o meio
foi suplementado com o sorbitol e glicerol, com rendimentos de 0,99 g/L e 1,31 g/L
respectivamente, concluindo que estes substratos sdo, na maioria das vezes, desfavoraveis
porque 0s microrganismos ndo possuem enzimas adequadas para metaboliza-los.

Esses resultados demonstram a capacidade de C. laurentii assimilar diferentes
substratos e, portanto, é uma espécie promissora para estudos futuros.

Com relacgéo aos valores de biomassa microbiana, o0 melago foi a fonte de carbono que
mais se mostrou eficiente com rendimentos de 7,86 g/L. Estes resultados estdo de acordo com
os de Srikanth et al. (2014) que, estudando a producéo de EPS e biomassa por Aureobasidium
pullulans MTCC 2195, observaram que o melaco forneceu energia suficiente para bons
rendimentos de biomassa e de EPS.

Alguns trabalhos apontam que, para que ocorra o crescimento microbiano, existem

alguns aminoacidos essenciais que 0s microrganismos ndo conseguem sintetizar. Com a
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suplementacdo de melago, essa demanda pode ter sido suprida, levando em consideracdo que
0 mesmo apresenta diversos aminoacidos em sua composi¢do (Xu & Xu, 2014; Soukoulis &
Tzia, 2018).

Gientka et al. (2016) testaram a producdo de biomassa por leveduras utilizando
diferentes fontes de carbono. Os autores observaram que C. famata apresentou maiores
rendimentos de biomassa quando o meio foi suplementado com sorbitol e maltose atingindo
valores de 6,60 e 6,54 g/L, respectivamente, em 96 horas de cultivo. Nos meios
suplementados com sacarose, lactose e glicerol, entretanto, essa producao foi de 4,1, 4,61 e
5,43 g/L respectivamente.

J& para a C. guilliermondiias melhores fontes de carbono foram maltose e sacarose
com producdo de 7,15 e 7,00 g/L, respectivamente. O glicerol e o sorbitol também foram
responsaveis por bons rendimentos. Entretanto a lactose ndo resultou em rendimentos de
biomassa ou de EPS.

Malick, Khodaei, Benkerroum, e Karboune (2017), demonstraram a producdo de
biomassa e EPS por diferentes cepas de Bacillus. Estes autores observaram que, com a
utilizacdo de glicose, a maxima producdo de biomassa microbiana foi equivalente a 3,86 g/L

em 96 horas, enquanto a producédo de EPS foi de 2,33 g/L, nesse mesmo periodo.

Alguns trabalhos como os de Malick et al. (2017) e Sardari et al. (2017), demonstram
que o crescimento celular ndo € diretamente proporcional a producdo de EPS, pois esta
normalmente ocorre quando o0 microrganismo se encontra em condicdes desfavoraveis ao seu
crescimento. Assim, geralmente, ao final da fermentagdo, o que se observa € uma reducdo do
crescimento em detrimento da sintese de EPS pelo microrganismo (Ergene & Avci, 2017).

Esses dados ndo estdo de acordo com os obtidos no presente trabalho, onde a producéo
de biomassa, na presenca do melaco de cana-de-agUcar foi proporcional a producédo de EPS.
Esses resultados sugerem que o meio de cultivo apresentou nutrientes suficientes para
fornecer energia e promover o crescimento celular, porém alguns componentes do meio,
como por exemplo, o proprio excesso de nutrientes e o pH &cido observado, podem ter
favorecido a producéo de EPS como mecanismo de protecdo (Ergene & Avci, 2017; Han, Xu,
Liu, Qian, &Zhang 2018).

Uma caracteristica muito marcante da producdo de EPS é a variagdo do pH ao longo
do tempo (Wu, Liang, Lu, &Wu 2008; Poli et al.,2010; Rao, Sudharsan, Kasirajan, Sekaranm,
e Mandal, 2013). De acordo com os valores de pH ao final da fermentacéo, é possivel notar

que houve uma leve acidificacdo do meio de cultivo quando o mesmo foi suplementado com
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fontes simples de carbono. Entretanto, quando utilizado o melago de cana-de-agucar houve
uma variagcdo muito elevada, alcancando valores de 2,07.

Pavlova et al. (2004) testaram diferentes fontes convencionais de carbono e os valores
iniciais de pH foram fixados em 5,3. Ao final da fermentacdo os autores observaram que
houve uma reducéo do pH chegando a valores de 1,8.

Pavlova et al. (2011) estudando a produgéo de EPS por C. lautentii AL100 observaram
a mudanca de pH do meio de cultivo de 5,3 para 2,2, quando o meio foi suplementado com
sacarose.

Poli et al. (2010) testaram a producgéo de EPS por 38 espécies de leveduras antarticas e
observaram para todos valores de pH chegando a 1,83 ao final da fermentacéo.

Gientka et al. (2016) fixando valores iniciais de pH de 5,6, observaram ao final da
fermentacdo valores de pH que chegaram a 1,92. Entretanto, esses autores também
observaram que a acidificacdo do meio variou de acordo com a fonte de carbono utilizada.

No presente trabalho, entretanto, a maior varia¢do de pH ocorreu com a suplementagéo
de melaco, onde, coincidentemente, ocorreu a maior producdo de EPS. Esses resultados
sugerem que, provavelmente, o metabolismo de producdo do EPS parece ser favorecido por
valores baixos de pH e este, por sua vez, parece se tornar mais acido a medida que ocorre 0
aumento da producdo de EPS (Poli et al., 2010; Ergene & Avci, 2017).

Alguns autores descrevem a liberacdo de acidos organicos durante a biossintese de
EPS, fator que pode ser responsavel pela reducdo nos valores de pH. Além disso, Cho, Chae,
e Kim (2001), sugeriram em seu trabalho que o consumo de sais de aménio pela levedura,
resulta na ejecdo de prétons causando a acidificacdo do meio. Esses resultados se assemelham
ao presente trabalho onde houve a suplementacdo de sais de aménio, (NH2)a SO4, no meio de
cultivo. Além disso, 0 melaco apresenta aminoacidos e proteinas que podem ter aumentado a
demanda de nitrogénio disponivel e consequentemente o consumo, pela levedura, se elevou
provocando acentuacdo deste fendmeno (Xu & Xu, 2014; Soukoulis & Tzia, 2018).

Outra hipotese, € que alguns EPS apresentam acidos em sua estrutura quimica, como o
acido glicurdnico, que podem ser os responsaveis pela diminui¢do do pH do meio quando este
biopolimero é produzido em grandes quantidades (Pavlova et al., 2011; Xu et al., 2017). Isso

pode explicar a elevada acidificacdo do meio de cultivo suplementado com melaco.

Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na producéo de EPS e biomassa
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De acordo com a Figura 2, as fontes de nitrogénio que foram mais eficientes na
producdo de EPS foram o nitrato de sodio + sulfato de aménio quando o meio foi

suplementado com sacarose.
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Figura 2: Producdo de EPS (g/L), Biomassa (g/L) e variagdo do pH ao longo do periodo fermentativo de 96 horas por C. laurentii SD7 em

diferentes fontes de nitrogénio em meio de cultivo suplementado com sacarose.

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukeya 5% de significancia (p<0,05). Ur: (Uréia); S.A:(Sulfato de aménio); Ye: (Extrato de
levedura); Pep: (Peptona); NS: (Nitrato de s6dio).

E possivel observar que, quando o nitrato de sédio foi combinado com sulfato de
amonio, 0 meio de cultivo apresentou valores baixos de pH ao final da fermentacéo.
Coincidentemente foi onde ocorreu uma maior producdo de EPS, com rendimentos de 5,95
g/L. Entretanto o polissacarideo obtido, ndo apresentou estabilidade apOs secagem e 0s

experimentos, nesta combinacao, ndo apresentaram repetibilidade.

Wau et al. (2008) também relataram a variacdo da composi¢cdo do EPS de acordo com a
fonte de nitrogénio testada. Essas pesquisas sugerem que, a depender da fonte de nitrogénio, a
composicdo do EPS pode variar influenciando, inclusive, a sua estabilidade final e
funcionalidade (Goyzueta et al., 2020).

Existem relatos na literatura que descrevem as fontes inorganicas de nitrogénio como
promissoras para a producdo de EPS, especialmente sulfato de amonio e nitrato de sodio.
Além disso, é necessario considerar que esses sais apresentam custo muito menor do que as
fontes organicas de nitrogénio, como extrato de levedura e peptona (Wu et al., 2008;
Goyzueta et al., 2020)

Biomassa (g/L)
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Ravella et al. (2010) demonstraram rendimentos de EPS, por uma cepa de fungo
semelhante a Aureobasidium pullulans, de 5,47 g/L, quando o meio foi suplementado com
NaNOz. O (NH4)2SO4 também se mostrou uma fonte inorganica promissora com rendimentos
de 3,60 g/L. Por outro lado, Silambarasam et al. (2018) demonstraram que esses sais ndo
favoreceram a producdo de EPS por Rhodotorulasp. CAH2. Esses autores relataram a
producdo de 2,26 e 1,69 g/L quando o meio foi suplementado com NaNO3s e (NH4)2SOs4,
respectivamente.

Khani et al. (2016) testaram diferentes fontes de nitrogénio para a producéo de EPS
por Chryseobacterium indodolegenesMUT.2. O 4&cido glutdmico se destacou com uma
producéo de 8,87 g/L, entretanto, os sais (NH4)2SO4 e NaNOstambém apresentaram elevadas
producdes (5,32 e 4,35 g¢/L, respectivamente), provando que estas fontes inorganicas sao
promissoras.

Abda-Alla et al. (2018) relataram a maior producdo de EPS por Stenotrophomonas
maltophilia (KY515467.1) e Brevibacillus parabrevis (KY515468.1) quando o meio foi
suplementado com KNOgz. Esses autores relatam que o EPS produzido nessa condicéo
apresentou grandes quantidades de acidos glicurénico, fato que ndo ocorreu quando o meio
foi suplementado com outra fonte de nitrogénio.

Wu et al. (2008) demonstraram em seus estudos que 0 NaNO3z e 0 (NH4)2SO4 foram
ineficientes na producdo de EPS por Paecilomyceshepiali HN1 com rendimentos de 0,12 e
0,11 g/L respectivamente, quando testados separadamente. Esses resultados sdo similares ao
presente trabalho onde apenas o NaNOznéo foi eficiente na biossintese de EPS.

Um aspecto interessante observado no trabalho de Wu et al. (2008), é que essa baixa
producdo se deu quando o meio foi suplementado com frutose. Entretanto, em outras
pesquisas, quando 0 NaNOz ou (NH4)2SO4 foi combinado com outras fontes de carbono, os
rendimentos de EPS se elevaram (Ravella et al., 2010; Khani et al., 2016; Silambarasam et al.,
2018).

Dessa forma, podemos concluir que, os bons rendimentos de EPS, assim como sua
estabilidade e funcionalidade, ndo dependem unicamente da fonte de nitrogénio, mas, também
da fonte de carbono ao qual esta sendo combinado e da cepa microbiana estudada.

Quando comparamos a producdo de EPS nas demais combinagdes: nitrato de sodio +
peptona; nitrato de sodio + extrato de levedura; peptona + extrato de levedura e extrato de
levedura + sulfato de amoénio, a producdo de EPS é estatisticamente igual ao meio
suplementado com apenas o extrato de levedura. Sendo assim, o extrato de levedura se

mostrou a alternativa mais viavel, levando em consideracao o custo-beneficio e a estabilidade
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do EPS sintetizado (Seesuriyachan, Kuntiya, Hanmoungjai, & Techapun, 2011). A peptona,
por sua vez, mostrou-se uma fonte ineficiente para a producéao de EPS.

Além disso, no presente trabalho é possivel observar que, com a suplementacédo de
extrato de levedura, ocorreram 0s maiores rendimentos de biomassa e o pH do meio de
cultivo se manteve &cido ao longo da fermentacdo, o que favorece a produgdo de EPS e

diminui o risco de contaminacéo (Poli et al., 2010).

Han et al. (2018) estudaram a producdo de EPS utilizando diferentes fontes de
nitrogénio, incluindo fontes inorganicas. A levedura Sporidioboluspararoseus atingiu uma

producdo de 7,0 g/L de EPS quando o meio foi suplementado com extrato de levedura (2%).

De acordo com a literatura, o extrato de levedura influencia diretamente na produgéo
de EPS pois além de fonte de nitrogénio, fornece sais de Mn?* eMg?* que auxiliam no
crescimento celular e influenciam indiretamente na producdo de EPS. Além disso, 0 Mg?*
pode atuar como cofator das enzimas que participam da rota de biossintese do EPS como ja é
relatado para a enzima fosfoglicomutase (Seesuriyachan, Kuntiya, Hanmoungjai, &
Techapun, 2011).

Os ensaios contendo uréia na composicdo apresentaram 0s piores resultados de
producdo de EPS, além de proporcionar o aumento do pH do meio que, no final da
fermentacdo, apresentaram valores de pH extremamente alcalinos. 1sso pode ter influenciado
negativamente na producdo de EPS e de biomassa, levando em consideracdo 0s baixos
rendimentos obtidos. Além disso, algumas pesquisas ja& demonstram que o melhor pH para o
crescimento e producédo de EPS por leveduras fica em torno de 5,0(Poli et al., 2010).

Na presenca de uréia, a producdo de EPS e de biomassa aumentaram quando
combinada com o extrato de levedura. Esses dados demonstram a importancia de uma fonte
organica de nitrogénio para permitir o crescimento celular (Wu et al., 2008; Schnierda, Bauer,
Divol, Van Rensburg, &Gorgens, 2014).

Ravella et al (2010) testaram a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na
producdo de EPS e a uréia também se mostrou a pior fonte de nitrogénio, inclusive pior que o
controle (sem adicao de nitrogénio), ndo sendo bem assimilada pelo microrganismo e inibindo
a producdo de EPS.

Alguns autores, entretanto, j& relataram a elevada producdo de EPS e biomassa em

meio contendo uréia como fonte de nitrogénio para Bacillus sp., Mortierella alpina e
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Pestalotipsissp. BC55. Entretanto esses testes com leveduras sdo escassos (Mahapatra&
Banerjee, 2016; Almansoory, Al — Baldawi & Hazaimeh, 2020; Goyzueta M, et al., 2020).
Com relagdo a producdo de biomassa, os meios suplementados com fontes
inorganicas como nitrato de sddio, sulfato de aménio ou com a combinacdo destas, ndo se
mostraram eficientes. Em contrapartida, quando utilizadas fontes orgénicas ou nas condic¢des
em que as fontes inorganicas foram combinadas com fontes orgéanicas de nitrogénio, a

producdo de biomassa se elevou significativamente.

Schnierda et al. (2014) observaram que a melhor fonte de nitrogénio para produgéo de
biomassa por Lachanceathermotolerans Y1240, Metschnikowiapulcherrima Y1337 e

Issatchenkiaorientalis Y1161 foi o extrato de levedura.

Wau et al. (2008), Rao et al. (2013), Khani et al. (2016), também relataram os maiores
rendimentos de biomassa quando o extrato de levedura foi adicionado ao meio de cultivo.
Esses resultados estdo de acordo com o presente trabalho onde todas as condi¢bes contendo

extrato de levedura apresentaram maiores rendimentos de biomassa.

Fazendo uma relacdo da produtividade de biomassa utilizando fontes inorganicas e
fontes organicas, podemos concluir que, os melhores rendimentos com extrato de levedura se
devem a presenca de aminoacidos, elementos traco e sais minerais necessarios aos processos
anabolicos e portanto, de crescimento celular. (Wu et al., 2008; Schnierda et al., 2014). Esses
dados confirmam a necessidade de uma fonte organica de nitrogénio para obtencdo de bons

rendimentos de biomassa.

Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na producdo de EPS e biomassa utilizando

melaco de cana-de-agUcar como substrato

Quando a fonte de carbono do meio foi o melagco houve uma diferenca entre as
melhores fontes de nitrogénio na producdo de EPS, de acordo com a Figura 3.
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Figura 3: Produgdo de EPS (g/L), Biomassa (g/L) e variagdo do pH ao longo do periodo fermentativo de 96 horas por C. laurentii SD7 em

diferentes fontes de nitrogénio em meio de cultivo suplementado com melago.

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukeya 5% de significancia (p<0,05). Ur: (Uréia); S.A:(Sulfato de amonio); Ye: (Extrato de
levedura); Pep: (Peptona); NS: (Nitrato de s6dio).

Inicialmente, podemos observar que, em comparagdo com 0 meio contendo sacarose,
no meio com melaco de cana-de-agUcar, todos os valores de producdo de EPS foram maiores,
inclusive nos ensaios contendo a uréia ou fontes inorganicas como o nitrato de sédio e o
sulfato de aménio. Os maiores rendimentos de EPS, também foram maiores na combinacao
de nitrato de sddio com sulfato de aménio, atingindo uma producdo de 8,0 g/L. Entretanto, ao
contrario do que ocorreu com a sacarose, na presenca do melago de cana-de-acucar o EPS
produzido na presenca destes sais apresentou estabilidade apos secagem e repetibilidade.

Isso demonstra a eficiéncia do melagco como fonte de carbono, tendo em vista que o
mesmo pode fornecer, além de esqueletos carbdnicos, diversos componentes necessarios ao

crescimento celular e a producéo de EPS (Ergene & Avci, 2008; Sirajuniza et al., 2012)

Outro aspecto interessante ¢ o pH do meio, pois a combinagdo do sulfato de amonio
com o nitrato de sodio levou a uma acentuada queda no pH final, o que favoreceu a producéo
de EPS. Nos ensaios onde os pH finais ficaram mais acidos, foi onde ocorreu as maiores
producbes de EPS, mostrando que a acidez ¢ uma condi¢do importante para isso. Por outro

lado, nos meios com uréia, ndo ocorreu a acentuada alcalinizagdo do meio como ocorreu com

Biomassa (g/L)
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sacarose. A presenca do melago, em combinacdo com a uréia, proporcionou um efeito

tamponante que resultou em maior producéo de EPS quando comparado com a sacarose.

Alguns autores j& descrevem que o0 aporte de sais de amonio pode resultar em rapido
consumo pelo microrganismo resultando em uma réapida ejecdo de prétons e consequente
acidificacdo do meio (Cho et al., 2001; Gientka et al., 2016).

Otimizacgéo da producéo de EPS

Os resultados obtidos no DCCR® mostram a influéncia das variaveis estudadas para a
producdo de EPS por C. laurentii em 96 horas de fermentacdo (Tabela 5). Pode-se observar
que as maiores producdes de EPS ocorreram nos ensaios 8,10,4, 2 e 13 com producéo de EPS
que ficaram entre 7,12 g/L e 11,00 g/L. De acordo com as anlises estatisticas, as variaveis
que influenciaram na producdo de EPS foram o melaco de cana-de-agUcar em seus termos
lineares e 0 (NH4)2SO4 em seus termos quadraticos e lineares a 10% de significancia (p< 0,1).

Tabela 4: Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 23 e valores das variaveis
independentes (X1: melago de cana-de-agUcar, X2: NaNOz e Xs: (NH4)2SO4) e as respostas
(producéo de EPS em g/L) por C. laurentii SD7 em fermentacdo submersa durante 96 horas.

Ensaios Variaveis Variaveis reais
codificadas

Melaco de
cana-de- NaNOs3
X1 X2 X3 agucar (%)

Producéo de
(NH4)2SO4 EPS

o %) (L)
1 -1 -1 -1 2,6 0,3 0,3 2,61
2 1 -1 -1 7,4 0,3 0,3 8,46
3 -1 1 -1 2,6 0,7 0,3 2,24
4 1 1 -1 7,4 0,7 0,3 7,60
5 -1 -1 1 2,6 0,3 0,7 3,24
6 1 -1 1 7,4 0,3 0,7 5,35
7 -1 1 1 2,6 0,7 0,7 3,57
8 1 1 1 7,4 0,7 0,7 7,12
9 -1,68 0 0 1,0 0,5 0,5 4,52
10 1,68 0 0 9,0 0,5 0,5 7,60
11 0 -1,68 0 5 0,2 0,5 4,02
12 0 1,68 0 5 0,8 0,5 4,42
13 0 0 -1,68 5 0,5 0,2 10,99
14 0 0 1,68 5 0,5 0,8 4,61
15 0 0 0 5 0,5 0,5 4,56
16 0 0 0 5 0,5 0,5 3,99
17 0 0 0 5 0,5 0,5 4,48
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As Figuras 4 e 5 mostram que, quanto maior a concentragdo do melago de cana-de-
acucar, maior foi a producdo de EPS. Para o0 NaNOs, por sua vez, a faixa de concentracdo
estudada nao apresentou efeitos significativos, indicando que sua variacao nao influenciou na
producdo do EPS, sendo possivel, desta forma, trabalhar com a concentracdo mais baixa deste
substrato (Figuras 4 e 6). Com relagdo ao (NH4)2SO4, a méxima produgdo de EPS ocorreu na
menor concentracdo estudada (Figuras 5 e 6).

Figura 4: Superficie de resposta em funcéo das diferentes concentracdes de melago e NaNOjs na produgdo de EPS por C. laurentii SD7
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566 A analise dos coeficientes de regressdo (Tabela 6) mostram que os Unicos fatores que
567 influenciaram na producdo de EPS foram a fonte de carbono e o (NH4)2SOs, pois foram as
568  Unicas varidveis estatisticamente significativas no nivel de confianca de 90% (p<0,1). O valor
569

de Fcaic de 14,83 indica que os resultados foram altamente significativos e a correlagdo entre



570
571
572

573

574
575

576

577
578
579

580

581

48

o0s valores preditos e observados foi muito boa (Tabela 7). Desta forma, pode-se afirmar que

0s resultados se ajustam bem ao modelo e os valores dos coeficientes de regressdo podem ser

utilizados para gerar a equacdo do modelo (Equacéo 4):

Y=4,41+1,61X1+0,11X»-0,90X3+0,36X12-0,28 X2°+0,97 X32+0,11X1X>-0,69X1X3+0,41X>X3

Tabela 5: Analise de regressdo da producdo de EPS por C. laurentii SD7 em fermentacdo
submersacom as variaveis estudadas. R?= 0,78 e nivel de confianca de 10%.

Fatores Coeficiente Erro T(7) p-valor
de regressdo  padréo
Média 4,41 0,94 4,67 0,002268
Melago (L) 1,61 0,44 3,64 0,008276
Melaco (Q) 0,36 0,48 0,74 0,482997
NaNOs (L) 0,11 0,44 0,25 0,807386
NaNOs (Q) -0,28 0,48 - 0,59 0,571954
(NH4)2S04 (L) -0,90 0,44 -2,04 0,080691
(NH4)2S04 (Q) 0,97 0,48 2,00 0,085410
Melago x NaNOs 0,11 0,57 0,20 0,844990
Melago x (NH4)2SO04 - 0,69 0,57 -1,19 0,270716
NaNO3z x (NH4)2S04 0,41 0,57 0,72 0,494327

Tabela 6: Analise de variancia (ANOVA) para a producdo de EPS por C. laurentii SD7 em
fermentacdo submersa utilizando melago de cana-de-agucar, NaNOs e (NH4)2SOs como

variaveis.
Fatores SQ GL QM Fc*
Regressao 58,75 2 29,37 14,83
Residuo 27,7 14 1,98
Falta de ajuste 27,51 11
Erro Puro 0,19 2
Total 86,45 16

*Fc=F calculado; Fwb: 2,72; significativo ao nivel de 10% de significancia.
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Além da fonte de carbono, sua concentracdo ¢ um fator determinante na produgéo de
EPS. No geral, o que se observa é que valores maiores de fonte de carbono influenciam no
aumento da producdo de EPS (Ergene & Avci, 2017; Han et al., 2018). No entanto, alguns
autores tém demonstrado que concentracfes muito elevadas afeta a producdo de EPS (Rao et
al., 2013; Maalej et al., 2014; Jeong et al., 2017; Abd-Alla et al., 2018; Han et al., 2018). Esse
fendmeno é conhecido como repressao catabolica, condicdo em que o crescimento microbiano
é favorecido e a biossintese do subproduto é reduzida (Maalej et al., 2014). Durante a sintese
de EPS isso ocorre porque com o aumento da producdao do metabdlito, a viscosidade do meio
se eleva dificultando a distribuic&o de oxigénio e nutrientes para 0s microrganismos, o que faz
a produtividade de EPS diminuir. Entretanto, isso ndo foi observado no presente trabalho,
onde os gréaficos de superficie de resposta indicam que amaxima producdo de EPS em funcéo
do aumento da concentracdo de melaco ainda ndo foi atingida, necessitando da realizacdo de

testes posteriores para a analise de concentracGes mais elevadas de melaco.

A utilizagdo do (NH4)2SOs também tem sido demonstrada na literatura por ser
eficiente para a producdo de EPS. De acordo com alguns autores a relagdo C: N para a
producdo de EPS, influencia muito nesta produgdo. Enquanto valores elevados de fonte de
carbono séo requeridos, os valores altos de nitrogénio inibem a producdo de EPS devido a
repressdo da rota metabolica de producdo. Alguns autores relatam que concentracgdes entre 0,2
e 0,3de sais inorganicos sdo ideais para producdo de EPS (Pavlova et al., 2004). Dessa forma,
esses resultados corroboram os descritos na literatura de que relacbes mais altas de C: N s&o
as mais ideais para a sintese de EPS microbianos.

CONSIDERAGOES FINAIS

A levedura C. laurentii SD7 apresentou potencial de sintese de EPS até 3,8 vezes
maior do que aqueles descritos na literatura, demonstrando que esta espécie é bastante
promissora para estudos futuros. Além disso, a combinacdo do melaco de cana-de-agtcar com
0s sais inorganicos foi eficiente para a producdo de EPS e biomassa microbiana, resultando
em bons rendimentos e estabilidade, permitindo a reducéo de custo do processo.

AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal da Bahia, pela infraestrutura fornecida e a Fundagio de
Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB) pelo financiamento da pesquisa.

REFERENCIAS



50

613 Abd-Alla, M., Bashandy, S. R., Nafady, N. A., & Hassan, A. A. (2018). Enhancement of
614 exopolysaccharide production by Stenotrophomonas maltophilia and Brevibacillus
615 parabrevis isolated from root nodules of Cicer arietinum L. and Vigna unguiculata L.
616 (Walp.) plants. Rendiconti Lincei. Scienze Fisiche e Naturali, 29(1), 117-129. doi:
617 10.1007/s12210-018-0671-1

618 Almansoory, A. F., Al-baldawi, I. A., & Hazaimeh, M. (2020). Optimization of the EPS
619  production of a bacterial floc consortium using different parameters. Biocatalysis and
620  Agricultural Biotechnology, 23, 101466. doi: 10.1016/j.bcab.2019.101466

621 Cho, D. H., Chae, H. J.,, & Kim, E. Y. (2001). Synthesis and characterization of a novel
622  extracellular polysaccharide by Rhodotorula glutinis. Applied Biochemistry and
623  Biotechnology, 95(3), 183-193. doi: 10.1385/abab:95:3:183

624 Denny, T. P. (1995). Involvement of bacterial polysaccharides in plant pathogenesis. Annual
625  Review of Phytopathology,33(1), 173-197. doi: 10.1146/annurev.py.33.090195.001133

626 Donot, F., Fontana, A., Baccou, J. C., & Schorr-Galindo, S. (2012). Microbial
627  exopolysaccharides: main examples of synthesis, excretion, genetics and extraction.
628  Carbohydrate Polymers,87(2), 951-962. doi: 10.1016/j.carbpol.2011.08.083

629 Ergene, E., & Ayse, A. V. C. L (2017). Effects of cultural conditions on exopolysaccharide
630 production by Bacillus sp. ZBP4. Journal of Agricultural Sciences, 24(3), 386-393. doi:
631  10.15832/ankutbd.456666

632 Gientka, 1., Btazejak, S., Stasiak-Rozanska, L., &Chlebowska-Smigiel, A. (2015).
633  Exopolysaccharides from yeast: insight into optimal conditions for biosynthesis, chemical
634  composition and functional properties - review. Acta Scientiarum Polonorum Technologia
635  Alimentaria, 14(4), 283-292. doi: 10.17306/J.AFS.2015.4.29

636 Gientka, 1., Bzducha-Wrobel, A.,Stasiak-Rozanska, L.,Bednarska, A. A., &Btazejak, S. (2016).
637  The exopolysaccharides biosynthesis by Candida yeast depends on carbon sources. Electronic
638  Journal of Biotechnology, 22, 31-37. doi:10.1016/j.ejbt.2016.02.008

639 Goyzueta M, L. D., Noseda, M. D., Bonatto, S. J. R., Freitas, R. A., Carvalho, J. C., &Soccol, C.
640 R. (2020). Production, characterization, and biological activity of a chitin-like EPS produced
641 by Mortierellaalpina under submerged fermentation. Carbohydrate Polymers, 247, 116716.
642  doi: 10.1016/j.carbpol.2020.116716


https://doi.org/10.1007/s12210-018-0671-1
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2019.101466
https://doi.org/10.1385/abab:95:3:183
https://doi.org/10.1146/annurev.py.33.090195.001133
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2011.08.083
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0717345816300306#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0717345816300306#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0717345816300306#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0717345816300306#!
https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2016.02.008
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2020.116716

51

643 Hamidi, M., Gholipour, A. R., Delattre, C., Sesdighi, F., Seveiri, R. M., Pasdaran, A., ...
644  Karimitabar, F. (2020). Production, characterization and biological activities of
645  exopolysaccharides from a new cold-adapted yeast: Rhodotorula mucilaginosa sp.
646 GUMSI1G. International Journal of Biological Macromolecules, 151, 268-277. doi:
647  10.1016/j.ijbiomac.2020.02.206

648 Han, M., Xu, J-Z., Liu, Z-M., Qian, H., & Zhang, W-G. (2018). Co-production of microbial oil
649 and exopolysaccharide by the oleaginous yeast Sporidioboluspararoseus grown in fed-batch
650  culture. RSC Advances, 8(6), 3348-3356. doi: 10.1039/c7ra12813d

651 Jeong, D., Kim, D-H., Kang, II-B., Kim, H., Song, K-Y., Kim, H-S., Seo, K-H. (2017).
652  Characterization and antibacterial activity of a novel exopolysaccharide produced by
653  Lactobacillus kefiranofaciens DN1 isolated from kefir. Food Control, 78, 436-442. doi:
654  10.1016/j.foodcont.2017.02.033

655 Khani, M., Bahrami, A., Chegeni, A., Ghafari, M. D., & Zadeh, A. M. (2016). Optimization of
656 carbon and nitrogen sources for extracellular polymeric substances production by
657  Chryseobacterium indologenes MUT. 2. Iranian Journal of Biotechnology, 14(2), 13-18. doi:
658 10.15171/ijb.1266

659 Kumar, A. S., Mody, K., & Jha, B. (2007). Bacterial exopolysaccharides — a perception. Journal
660  of Basic Microbiology, 47(2), 103-117. doi: 10.1002/jobm.200610203

661 Li, H., Jiang, Z., Yang, X., Yu, L., Zhang, G., Wu, J., & Liu, X. Y. (2015). Sustainable resource
662  opportunity for cane molasses: use of cane molasses as a grinding aid in the production of
663 Portland  cement.  Journal of  Cleaner  Production, 93, 56-64. doi:
664  10.1016/j.jclepro.2015.01.027

665 Mahapatra, S., & Banerjee, Debdulal. (2016). Production and structural elucidation of
666  exopolysaccharide from endophytic Pestalotiopsis sp. BC55. International journal of
667  biological macromolecules, 82, 182-191. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2015.11.035

668  Maalej, H., Hmidet, N., Boisset, C., Buon, L., Heyraud, A., Nasri, M. (2015). Optimization of
669  exopolysaccharide production from Pseudomonas stutzeri AS 22 and examination of its
670 metal-binding abilities. Journal of Applied Microbiology, 118 (2), 356-367. doi:
671  10.1111/jam.12688


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813019400330#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813019400330#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813019400330#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813019400330#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813019400330#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813019400330#!
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.02.206
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2017.02.033
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bahrami+A&cauthor_id=28959321
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chegeni+A&cauthor_id=28959321
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ghafari+MD&cauthor_id=28959321
https://doi.org/10.15171/ijb.1266
https://doi.org/10.1002/jobm.200610203
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2015.01.027
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2015.11.035
https://doi.org/10.1111/jam.12688

52

672 Malick, A., Khodaei, N., Benkerroum, N., &Karboune, S. (2017). Production of
673  exopolysaccharides by selected Bacillus strains: Optimization of media composition to
674 maximize the vyield and structural characterization. International Journal of Biological
675  Macromolecules, 102, 539-549. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2017.03.151

676 Miller, G. L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
677  Analytical Chemistry, 31(3), 426-428

678 Moghannem, S. A. M., Farag, M. M. S., Shehab, A. M., &Azab, M. S. (2018).
679  Exopolysaccharide production from Bacillus velezensis KY471306 using statistical
680 experimental design. Brazilian Journal of Microbiology, 49(3), 452-462. doi:
681  10.1016/j.bjm.2017.05.012

682 Ozcan, E., & Oner, E. T. (2015). Microbial production of extracellular polysaccharides from
683 biomass sources. Polysaccharides: Bioactivity and Biotechnology, 161-184. doi:
684  10.1007/978-3-319-16298-0_51

685 Palmonari, A., Cavallini, D., Sniffen, C. J., Fernandes, L., Holder, P., Fagioli, L., ... Mammi, L.
686  (2020). Characterization of molasses chemical composition. Journal of Dairy Science, 103
687  (7), 6244-6249. doi: 10.3168/jds.2019-17644

688 Pavlova, K., Koleva, L., Kratchnova, M., & Panchev, I. (2004). Production and characterization
689  of an exopolysaccharide by yeast. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 20(4),
690  435-439. doi: 10.1023/B:WIBI1.0000033068.45655.2a

691 Pavlova, K., Panchev, I., Krachanova, M., &Gocheva, M. (2009). Production of an
692  exopolysaccharide by Antarctic yeast. Folia Microbiolégica, 54(4), 343. doi:
693  10.1007/s12223-009-0049-y

694 Pavlova, K., Rusinova-Videva, S., Kuncheva, M., Kratchanova, M., Gocheva, M., &Dimitrova,
695 S. (2011). Synthesis and characterization of an  exopolysaccharide by
696  Antarctic yeast strain Cryptococcus laurentii AL 100. Applied Biochemistry
697  and Biotechnology, 163(3), 1038-1052. doi: 10.1007/s12010-010-9107-9

698 Poli, A., Anzelmo, G., Tommonaro, G., Pavlova, K., Casaburi, A., & Nicolaus, B. (2010).
699  Production and chemical characterization of an exopolysaccharide synthesized by
700  psychrophilic yeast strain Sporobolomyces salmonicolorAL 1 isolated from Livingston Island,
701  Antarctica. Folia Microbioldgica, 55(6), 576-581. doi: 10.1007/s12223-010-0092-8


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813017306761#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813017306761#!
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.03.151
https://doi.org/10.1016/j.bjm.2017.05.012
https://doi.org/10.3168/jds.2019-17644
https://doi.org/10.1023/B:WIBI.0000033068.45655.2a
https://doi.org/10.1007/s12223-009-0049-y
https://doi.org/10.1007/s12223-010-0092-8

53

702 Prasannath, K. (2013). Pathogenicity and virulence factors of phytobacteria. Scholars Academic
703 Journal of Biosciences, 1(1), 24-33. doi:

704 Rao, B. P., Sudharsan, K., Kasirajan, S., Sekaranm, R. C. H. G., & Mandal, A. B. (2013).
705  Characterization of exopolysaccharide from Bacillus amyloliquefaciens BPRGS for its
706  bioflocculant activity. International Journal of Scientific & Engineering Research, 4(10),
707  1696-1704. doi:

708 Ravella, S. R., Quifiones, T. S., Retter, A., Heiermann, M., Amon, T., & Hobbs, P. J. (2010).
709  Extracellular polysaccharide (EPS) production by a novel strain of yeast-like fungus
710  Aureobasidium  pullulans.  Carbohydrate ~ Polymers,  82(3), 728-732.  doi:
711 10.1016/j.carbpol.2010.05.039

712 Rebelato, M. G., Madaleno, L. L., & Rodrigues, A. M. (2013). Ponderac¢édo do impacto ambiental
713 dos residuos e subprodutos da producdo industrial sucroenergética. Revista Gestao Industrial,
714 9(2), 392-415. doi: 10.3895/S1808-04482013000200006

715 Rodrigues, M. L.; lemma, A. F. (2009). Planejamento de Experimentos e Otimizacdo de

716  Processos: uma estratégia sequencial de planejamentos, Campinas, SP, Brasil

717 Ruiz, S. P., Martinez, C. O., Noce, A. S., Sampaio, A. R., Baesso, M. L., &Matioli, G. (2015).
718  Biosynthesis of succinoglycan by Agrobacterium radiobacter NBRC 12665 immobilized on
719 loofa sponge and cultivated in sugar cane molasses. Structural and rheological
720  characterization of biopolymer. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 122, 15-28.
721  doi: 10.1016/j.molcath.2015.08.016

722 Samadlouie, H. R., Jahanbin, K., &Jalali, P. (2020). Production, medium optimization, and
723 structural characterization of an extracellular polysaccharide produced by Rhodotorula minuta
724  ATCC 10658. Food Science &Nutrition, 8(9), 4957-4964. doi: 10.1002/fsn3.1792

725 Santos, L., Kotovicz, V., Barana, A. C., & Almeida, M. M. (2012). Utilizacdo de residuos
726  agroindustriais para producdo de Amiloglucosidase por Aspergillus awamori. Revista
727 Brasileira de Tecnologia Agroindustrial, 6(1), 655-664. doi: 10.3895/51981-
728  36862012000100004

729 Santos, P. S., Solidade, L. S., Souza, J. G. B., Lima. G. S., Braga Jr, A. C. R,, Assis, F. G. V., &
730  Leal, P. L. (2018). Fermentacdo em estado solido em residuos agroindustriais para a producao
731  de enzimas: uma revisdo sistematica. The Journal of Engineering and Exact Sciences, 4(2),
732 0181-0188. doi: 10.18540/jcecvl4iss2pp0181-0188


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0144861710004376#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0144861710004376#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0144861710004376#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0144861710004376#!
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.05.039
https://doi.org/10.1016/j.molcatb.2015.08.016
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.18540%2Fjcecvl4iss2pp0181-0188

54

733 Sardari, R. R. R., Kulcinskaja, K., Ron, E. Y. C., Bjornsdottir, S., Fridjonsson, O. F.,
734  Hreggvidsson, G. O., &Karlsson, E. N. (2017). Evaluation of the production of
735  exopolysaccharides by two strains of the thermophilic bacterium Rhodothermusmarinus.
736  Carbohydrate Polymers, 156, 1-8. doi: 10.1016/j.carbpol.2016.08.062

737 Saxena, J., & Tanner, R. S. (2012). Optimization of a corn steep medium for
738  production of ethanol from synthesis gas fermentation by Clostridium ragsdalei.
739  World Journal of Microbiology and Biotechnology, 28(4), 1553-1561. doi: 10.1007/s11274-
740  011-0959-0

741 Schnierda, T., Bauer, F. F., Divol, B., Van Rensburg, E., &Gorgens, J. F. (2014). Optimization
742 of carbon and nitrogen medium components for biomass production using
743 non-Saccharomyces wine yeasts. Letters in Applied Microbiology, 58(5), 478-485. doi:
744  10.1111/lam.12217

745 Seesuriyachan, P., Kuntiya, A., & Techapun, C. (2011). Exopolysaccharide production by
746  Lactobacillus confusus TISTR 1498 using coconut water as an alternative carbon source: the
747  effect of peptone, yeast extract and beef extract. Sonklanakarin Journal of Science and
748  Technology, 33 (4), 379. doi:

749 Silambarasan, S., Logeswari, P., Cornejo, P., & Kannan, V. R. (2018). Evaluation of the
750  production of exopolysaccharide by plant growth promoting yeast Rhodotorula sp. strain
751  CAH2 under abiotic stress conditions. International Journal of Biological Macromolecules,
752 121, 55-62. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2018.10.016

753 Silva, M. L. C., Martinez, P. P., Izeli, N. L., Silva, I. R., Vasconcelos, A. F. D., Cardoso, M. S.,
754 .. Barbosa, A. M. (2006). Caracterizacdo quimica de glucanas fungicas e suas
755  aplicagdes biotecnoldgicas. Quimica Nova, 29(1), 85-92. doi: 10.1590/S0100-
756  40422006000100017

757 Sirajunnisa, A., Vijayagopal, V., &Viruthagiri, T. (2012). Effect of synthetic carbon substrates
758 and cane molasses, an agro waste on exopolysaccharide production by P. fluorescens.
759 International Journal of Science and Engineering Applications, 1 (1), 60-66. doi:
760  10.7753/1JSEA0101.1010

761 Soukoulis, C., & Tzia, C. (2018). Grape, raisin and sugarcane molasses as potential partial
762  sucrose substitutes in chocolate ice cream: A feasibility study. International Dairy Journal,
763 76, 18-29. doi: 10.1016/j.idairyj.2017.08.004


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716310049#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716310049#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716310049#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716310049#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716310049#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716310049#!
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2016.08.062
https://doi.org/10.1007/s11274-011-0959-0
https://doi.org/10.1007/s11274-011-0959-0
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=G%C3%B6rgens%2C+J+F
https://doi.org/10.1111/lam.12217
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.10.016
https://doi.org/10.1590/S0100-40422006000100017
https://doi.org/10.1590/S0100-40422006000100017
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.7753%2FIJSEA0101.1010
https://doi.org/10.1016/j.idairyj.2017.08.004

55

764 Srikanth, S., Swathi, M., Tejaswini, M., Sharmila, G., Muthukumaran, C., Jaganathan, M. K,
765  &Tamilarasan, K. (2014). Statistical optimization of molasses based exopolysaccharide and
766  biomass production by Aureobasidium pullulans MTCC 2195. Biocatalysis and Agricultural
767  Biotechnology, 3(3), 7-12. doi: 10.1016/j.bcab.2013.11.011

768 Woiciechowski, A. L., Carvalho, J. C., Spier, M. R., &Habu, S. (2013). Emprego de residuos
769  agroindustriais em bioprocessos alimentares. In A. L. Woiciechowski, J. C. Carvalho, M. R.
770  Spier, & S. Habu. (Ed.), Biotecnologia de Alimentos, (p. 143-172). Sdo Paulo, SP: Atheneu.

771 Wu, C-Y., Liang, Z-C., Lu, C-P., & Wu, S-H. (2008). Effect of carbon and nitrogen sources on
772 the production and carbohydrate composition of exopolysaccharide by submerged culture of
773 Pleurotuscitrinopileatus. Journal of Food and Drug Analysis, 16(2), 61-67. doi:
774  10.38212/2224-6614.2364

775 Wu, Z., Yang, Z., Gan, D., Fan, J., Dai, Z., Wang, X., ... Zeng, X. (2014). Influences of carbon
776  sources on the biomass, production and compositions of exopolysaccharides from
777 Paecilomyceshepiali HN1. Biomass and Bioenergy, 67, 260-2609. doi:
778  10.1016/j.biombioe.2014.05.008

779 Xu, C., Yu, J., Zhao, S., Wu, S., He, P., Jia, X,, ... Mao, D. (2017). Effect of carbon source on
780  production, characterization and bioactivity of exopolysaccharide produced by Phellinus
781  vaniniiLjup. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, 89(3), 2033-2041. doi:
782  10.1590/0001-3765201720150786

783 Xu, K., & Xu, P. (2014). Efficient production of L-lactic acid using co-feeding strategy based on
784  cane molasses/glucose carbon sources. Bioresource Technology, 153, 23-29. doi:
785  10.1016/j.biortech.2013.11.057

786 Xu, S., Hao, N., Xu, L., Liu, Z., Yang, M., Li, Y., & Ouyang, P. (2015). Series fermentation
787  production of ornithine and succinic acid from cane molasses by Corynebacterium
788  glutamicum. Biochemical Engineering Journal, 99, 177-182. doi: 10.1016/j.bej.2015.03.017

789 Zhou, K., Zeng, Y., Yang, M., Chen, S., He, L., Ao, X., ... Liu, S. (2016). Production,
790  purification and structural study of an exopolysaccharide from Lactobacillus plantarum BC-
791  25. Carbohydrate Polymers, 144, 205-214. doi: 10.1016/j.carbpol.2016.02.067

792

793


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818113001448#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818113001448#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818113001448#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818113001448#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1878818113001448#!
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2013.11.011
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.38212%2F2224-6614.2364
https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2014.05.008
https://doi.org/10.1590/0001-3765201720150786
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.11.057
https://doi.org/10.1016/j.bej.2015.03.017
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2016.02.067

56

CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foi possivel observar que a levedura C. laurentii SD7
apresentou potencial de sintese de EPS até 3,8 vezes maior do que aqueles
descritos na literatura, demonstrando que esta espécie € bastante promissora para

estudos futuros.

O melaco de cana-de-acucar com o0s sais inorganicos foi eficiente para a
producdo de EPS e biomassa microbiana, resultando em bons rendimentos, o que

permitiu a reducao dos custos do processo.

O delineamento experimental mostrou que o melaco de cana de acucar foi
eficiente em sua maior concentracdo. Em contrapartida, o (NH4)2SO4 influenciou na
producdo de EPS em sua menor concentragcdo testada, demonstrando que, uma
maior relacdo C: N é a ideal para a biossintese de EPS. O NaNOs, por sua vez, ndo

foi estatisticamente significativo a 10% de significancia.
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