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RESUMO

OLIVEIRA, Juliana Davies de. Producdo e desenvolvimento biotecnoldgico de
pululana e caracterizacéo fisico-quimica. Rio de Janeiro, 2014. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2014.

Os biopolimeros de origem microbiana tém sido objeto de intensa pesquisa devido ao
seu alto potencial de aplicacdo em diferentes setores industriais. No entanto, os custos
de producdo ainda sdo elevados e ndo competitivos em comparacdo com O0S
polimeros convencionais de origem sintética a partir do petroleo. Portanto, o presente
trabalho tem como foco o desenvolvimento de polissacarideo microbiano com base
na reducéo de custos do processamento, com garantia da sua sustentabilidade, pelo
emprego de rejeito industrial (levedura residual cervejeira — LRC). Dentre os
biopolimeros microbianos de maior interesse comercial tém-se a pululana, polimero
produzido pelo fungo dimorfico Aureobasidium pullulans, que, além das aplicacfes
comuns aos de origem sintética, tem destaque em aplicacdes nobres, como, por
exemplo, como conjugado ndo toxico de vacinas e interferon. O estudo contemplou a
selecéo da linhagem fungica; a avaliacdo de metodologias para reducdo de pigmento
cogerado no transcorrer da fermentacédo; a definicdo das concentracdes iniciais de
acucar cristal, principal fonte de carbono, e LRC, como fonte de nitrogénio, bem como
arelacdo agitacdo/aeracdo mais favoravel a producéo de biopolimero. Os bioprodutos
gerados nas diferentes condicbes ensaiadas foram caracterizados por andlises
viscosimétrica e térmica (Termogravimetria), cromatografia de Permeacéo em Gel e
espectroscopica (Infravermelho por Transformada de Fourier e Ressonancia
Magnética Nuclear '3C). Dentre as linhagens avaliadas (I0OC 3011, IOC 3775 e ATCC
42023), a I0C 3011, da Colecédo de Culturas de Fungos Filamentosos (Instituto
Oswaldo Cruz/Fiocruz) foi a mais interessante no que concerne a producdo de
biopolimero. De acordo com planejamento fatorial 22, para ensaios conduzidos em
frascos agitados por 96 h, os valores maximos de producéo (12 g/L), rendimento (0,45
g/g), viscosidade do mosto fermentado (0,0214 Pa.s sob taxa de cisalhamento de 10
s1) e massa molar do biopolimero (1,4 x 10° g/mol) foram obtidos para 30 g/L de
acucar cristal e 8 g/L de LRC. Para ensaios conduzidos em biorreator, 1 vvm e 300

rpm foram as condigbes operacionais mais indicadas dentre as combinacdes



avaliadas, embora ndo possam ser consideradas as ideais, tendo apresentado
producdo de 7,8 g/L de biopolimero e rendimento de 0,29 g/g, ap6s 120 h de
fermentacdo. As andlises por FTIR e RMN 3C do biopolimero produzido, apés
recuperacdo com etanol comercial, mostrou ser sua estrutura similar a da pululana
comercial da marca Sigma-Aldrich). O efeito citotoxico in vitro do biopolimero para
células de neuroblastoma de camundongo (N2A) revelou a sua inocuidade. Os
resultados obtidos permitem concluir que a producéo de pululana a partir de materiais
de baixo custo é um processo sustentavel, embora a viabilidade econémica dependa
de estudo complementar para otimizac&o das condi¢des operacionais do processo em

maior escala.

Palavras-chave: biopolimero, Aureobasidium pullulans, pululana, viscosidade,

residuo industrial, caracterizacao
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Juliana Davies de. Biotechnological production and development of
pullulan and characterization physical chemistry. Rio de Janeiro, 2014. Thesis
(Doctor of Science) - School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2014.

Biopolymers of microbial origin have been the object of intense research because of
their high potential of application in different industrial sectors. However, production
costs are still high and uncompetitive in comparison with conventional synthetic
polymers from petroleum. Therefore, the present study focuses on the development of
microbial polysaccharide based on the reduction of processing costs, with guarantee
of their sustainability, by the employment of industrial waste (residual brewing yeast —
RBY). Among microbial biopolymers of major commercial interest, there is pullulan, a
polymer produced by a dimorphic fungus, Aureobasidium pullulans, which, besides the
same applications of those from synthetic origin, is highlighted in noble applications,
such as non-toxic conjugate vaccine and interferon. The study contemplated the
selection of fungal strain; the evaluation of methodologies for the reduction of pigment
cogeneration in the course of fermentation; the definition of initial concentrations of
crystal sugar, the main carbon source, and RBY, as a nitrogen source, as well as the
most favorable agitation/aeration rate to the biopolymer production. The bioproducts
analysis, generated in the different test conditions were characterized by viscosimetric
and thermal (Thermogravimetry), Gel Permeation Chromatography, spectroscopy
(Fourier Transform Infrared and *3C Nuclear Magnetic Resonance). Among the tested
strains (I0OC 3011, I0OC 3775 and ATCC 42023), the I0C 3011 strain, from the Culture
Collection of Filamentous Fungi (Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz) was the most
interesting one regarding the biopolymer production. According to 22 factorial design,
for trials conducted in shake flasks for 96 h, the maximum values of production (12
g/L), yield (0.45 g/g), broth viscosity (0.0214 Pa.s under shear rate of 10 s?) and
biopolymer molar mass (1.4 x 10° g/mol) were obtained from 30 g/L of crystal sugar
and 8 g/ of RBY. For experiments conducted in bioreactor, 1 vvm and 300 rpm were
the most indicated operating conditions among the combinations evaluated, although
they can not be considered ideal, having presented production of 7.8 g/L of biopolymer
and yield of 0.29 g/g, after 120 h of fermentation. FTIR and *C NMR analysis of the
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produced biopolymer, after recovery with commercial ethanol, showed its structure to
be similar to the commercial pullulan from Sigma-Aldrich. The in vitro cytotoxic effect
of the biopolymer on mouse neuroblastoma cells (N2A) revealed its safety. The
obtained results allow us to conclude that the production of pullulan from inexpensive
materials is a sustainable process, although the economic viability depends on
complementary study in order to optimize the operating conditions of the process on a

larger scale.

Keywords: biopolymer, Aureobasidium pullulans, pullulan, viscosity, industrial waste,
characterization
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1. INTRODUCAO

Os polimeros — macromoléculas de elevada massa molar — particularmente
os de origem sintética (plasticos) tém tido papel fundamental na evolugéo industrial e
no bem estar da humanidade. Estes materiais podem ser encontrados em produtos
simples, como também em produtos complexos, que exigem tecnologia de ultima
geracao para sua fabricagéo. Por isso, se difundem pelos mais variados setores, com
as mais diversas aplicacoes.

A diversidade de usos dos polimeros deriva da diferenciacdo estrutural das
macromoléculas sintetizadas por via quimica ou microbiana, ou oriundas da extracao
de vegetais e animais, bem como da possibilidade de substituir total ou parcialmente
materiais, mantendo ou, muitas vezes, melhorando o desempenho técnico e a
qualidade dos novos produtos fabricados. De fato, conforme reportado por Pradella
(2006), a cada ano, € notorio que os polimeros vém ganhando mais espaco em novas

aplicacdes, motivando a competitividade no setor produtivo.

A producdo mundial de plasticos é estimada em aproximadamente 265
milhdes t/ano (ABIPLAST, 2012). Consequentemente, 0 setor de polimeros, dentre
todos os segmentos da industria quimica, € o que vem apresentando o maior
crescimento mundial, haja visto que de 2000 a 2010, a producdo mundial de plasticos
aumentou 62% (PRADELLA, 2006; BORSCHIVER; ALMEIDA; ROITMAN, 2008,
PANDA; SINGH; MISHRA, 2010). A tendéncia € de que o consumo per capita do
plastico, que apresentou crescimento de 5% ao ano nas ultimas duas décadas,
aumente em todas as regides do mundo até 2015 (ABIPLAST, 2012).

Se por um lado, o uso de plasticos contribuiu para o desenvolvimento
econdmico e a melhoria da qualidade de vida, por outro, concorreu para 0 aumento
da poluicdo ambiental. Isto porque a maioria dos materiais plasticos em uso é
produzida por sintese quimica a partir de derivados de petréleo, o que torna dificil sua
decomposicdo na natureza. Normalmente, a deterioracdo de embalagens plasticas
leva mais de cem anos (ROSATO; ROSATO; ROSATO, 2000). Adicionalmente, a
sintese de alguns materiais poliméricos envolve a geracdo de compostos toxicos (US
CONGRESS, 1993; GAMBETTA, 2006). Portanto, a deposicdo de plasticos em

aterros sanitarios ou seu descarte indevido, associado ainda a sua producao, pode
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trazer danos irreparaveis para a saude e comprometer o meio ambiente (THOMPSON
et al., 2009; PANDA; SINGH; MISHRA, 2010).

Os problemas ambientais atrelados ao aumento do preco do petréleo tém
motivado a busca por solu¢gdes ecologicamente corretas, que sejam interessantes do
ponto de vista econémico. Neste contexto, despontam os polimeros obtidos a partir
de matérias-primas renovaveis e, por conseguinte, de facil degradacao. Em particular,
0s obtidos por via microbiana empregando biomassa vegetal (carboidratos de cana-
de-acucar, milho, batata, trigo e beterraba e 6leos vegetais oriundos da extracao de
soja, girassol, palma ou de outra planta oleaginosa) ou, melhor ainda, rejeitos da

agroindustria.

Dentre os polimeros naturais, denominados biopolimeros, os extraidos de
plantas (amido, celulose) e algas marinhas (carragenanas, agar-agar) dominam o
mercado devido ao seu menor custo, por outro lado, usam grande quantidade de agua
(CANILHA et al.,, 2006). Contudo, os biopolimeros de origem microbiana tém
despertado interesse, uma vez que, comparativamente, apresentam vantagens como:
producéo independente de fatores climéticos e da limitagcao de areas; possibilidade do
uso de diferentes matérias-primas, inclusive regionais; e menor variacdo da qualidade,
ou seja, das propriedades fisico-quimicas (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004,
BERWANGER et al., 2006; MOREIRA et al., 2005).

Os biopolimeros de origem microbiana, além de serem biodegradaveis,
apresentam propriedades similares as dos polimeros sintéticos, como massa molar,
viscosidade, aplica¢Bes. Logo, se adequam a uma diversidade de aplicacdes, com
possibilidade de absorver inovacfes tecnolégicas, uma vez que podem ser
modificados (GAMBETTA, 2006; PRADELLA, 2006; BORSCHIVER, ALMEIDA,
ROITMAN, 2008; PANDA; SINGH; MISHRA, 2010). Outra vantagem reside na
biocompatibilidade desses polimeros com outros materiais poliméricos, como, por
exemplo, em implantes, o que possibilita reduzir os problemas de rejeicédo
(CHANDRA; RUSTGI, 1998).

Os biopolimeros obtidos por processos fermentativos, que também podem ser
denominados gomas, possuem a capacidade de formar solugdes viscosas e géis em

meio aquoso, mesmo quando aplicados em baixas concentracbes (MOREIRA et al.,

OLIVEIRA, J. D.


http://rstb.royalsocietypublishing.org/search?author1=Richard+C.+Thompson&sortspec=date&submit=Submit

2005). Em geral, analogamente aos polimeros quimicamente sintetizados, 0s
biopolimeros encontram aplicagbes nos mais variados setores industriais,
basicamente em funcdo das suas caracteristicas reoldgicas (SUTHERLAND, 1982).
Porém, dependendo da composicdo quimica, do tipo de ligacbes quimicas entre 0s
monossacarideos, dos grupamentos e do grau de substituicbes, da massa molar e de
sua distribuicdo, os biopolimeros podem apresentar outras propriedades
fundamentais que ditem outro uso industrial (SHATWELL et al., 1990; PACE, 1991).
Em contrapartida, a producao industrial dos polimeros microbianos depende de capital
e energia para conducdo do bioprocesso, além de haver a necessidade de serem
definidas as condices ideais, o que requer que haja um rigido controle das condi¢cdes
operacionais. Sem isso, seria impossivel a obtencdo de biopolimero com
caracteristicas homogéneas, o que acarretaria em 6nus (BORGES et al., 2004,
SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004; BERWANGER et al., 2006). Para atingir estes alvos,
estudos estdo sendo realizados visando o desenvolvimento de processos econdmicos
e de alta produtividade para obtencdo de biopolimeros microbianos com potencial
aplicacao industrial (BORGES et al., 2004). Conforme apresentado por Borschiver,
Almeida e Domingues (2008), os artigos publicados e as patentes depositadas sobre
biopolimeros entre 2002 e 2007 demonstram o crescimento do interesse neste tema,
com maior pico em 2006 quando foram registrados 60 artigos e 29 patentes. E valido

ressaltar que o Brasil ndo possui registro de patentes para a pululana.

Em 2002, a producao de biopolimeros foi de cerca de 60.000 t, com preco de
comercializacdo em torno de US$ 4/kg (BORSCHIVER; ALMEIDA; DOMINGUES,
2008). Segundo esses autores, a taxa de crescimento desse mercado é superior a
20% ao ano, permitindo antever um consumo de 1.000.000 t/ano em 2015 e, portanto,
um movimento de bilhdes de délares. Esses dados ndo contemplam a goma xantana,
macromolécula que € produzida por fermentacdo e tem iniUmeras aplicacdes como
espessantes, estabilizadores, emulsionantes e agentes de suspensdo em alimentos,
produtos farmacéuticos e cosmeéticos, entre outros (DIAZ; VENDRUSCOLO;
VENDRUSCOLO, 2004; PIMENTA, 2006). Em 2011, foram produzidas
aproximadamente 60.000 t de goma xantana englobando USA, Inglaterra, Franca,
Dinamarca e Austria, enquanto s6 o grupo chinés Fufeng atingiu o montante de
45.000 t (FUFENG-GROUP, 2011).
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E do consenso geral, que o preco de venda dos biopolimeros é o obstaculo
principal para sua entrada no mercado, apontando-se um preco teto de
aproximadamente US$ 2/kg, ou seja, cerca de 50% superior aos pregos de
comercializacdo das resinas sintéticas mais comuns (polietileno, polipropileno,
politereftalato de etileno). Uma das formas de alcancar a reducéo de custos é fazer
uso de matérias-primas alternativas. A maioria dos processos fermentativos emprega,
preferencialmente, glicose e sacarose como fontes de carbono na elaboracéo dos
meios de producdo (SUTHERLAND, 1998). Entretanto, 0 emprego de matérias-primas
de baixo custo e, de preferéncia, subprodutos ou rejeitos agroindustriais, poderia ndo
apenas reduzir os custos de producdo, mas também minimizar os problemas
ambientais, em decorréncia da reducdo do descarte desses efluentes de maneira
impropria ou, até mesmo, reduzir os custos adicionais para tratamento de modo a
adequé-los para descarte (WOICIECHOWSKI, 2001).

Dentre os biopolimeros, a pululana, um homopolissacarideo neutro linear
produzido pelo fungo polimérfico Aureobasidium pullulans, é constituida por unidades
de maltotriose interconectadas via ligagbées a-(1—6) (ROUKAS, 1999; LEATHERS,
2003; PRADELLA, 2006). A pululana tem sido aplicada em varios campos, em
particular pelas industrias de alimentos e farmacéuticas (CHENG,; DEMIRCI;
CATCHMARK, 2011). Industrialmente, a pululana vem sendo bastante empregada
para melhorar a aderéncia e brilho dos alimentos, sem alteracdo do seu valor cal6rico
(SUTHERLAND, 1998; PRADELLA, 2006). No entanto, estudos demonstraram a
possibilidade do emprego da pululana como pré-biotico, ja que este biopolimero é
capaz de promover o crescimento seletivo de Bifidobacterium spp. no intestino
humano (SUTHERLAND, 1998; LEATHERS, 2003). Além disso, os derivados de
pululana se mostraram promissores para utilizagcdo como conjugados nao toxicos na
producdo de vacinas, despertando o interesse das industrias farmacéutica e
biomédica (LEATHERS, 2003; SHINGEL, 2004; REKHA; SHARMA, 2007). Também,
foi comprovada a func¢do da pululana como potencializador do efeito do interferon,
proteina que vem sendo utilizada eficazmente no tratamento de algumas doencas
virais, como a hepatite (LEATHERS, 2003). Muitos trabalhos vém estudando a
modificacdo da pululana para novas aplicacbes (MOCANU et al., 1995; SHINGEL,;
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PETROV, 2002; KAYA et al., 2009, BAE et al. 2011; LI et al., 2011; DIONISIO et al.,
2013; PRIYA, REKHA, SHARMA, 2014).

Em face da importancia da pululana, e considerando os resultados
promissores obtidos na Dissertacdo de Mestrado, foi dado prosseguimento ao estudo
do tema visando contribuir para o futuro desenvolvimento tecnoldgico de biopolimeros
no nosso pais, com énfase no emprego de rejeitos industriais. Sabe-se que esse
biopolimero microbiano pode ser produzido a partir de diferentes substratos, embora
isto cause variacbes nas suas caracteristicas fisicas e quimicas, especialmente
qguando séo utilizados residuos agroindustriais na fermentacdo (ISRAILIDES et al.,
1994). Algumas dessas caracteristicas, como a massa molar, sdo muito importantes

para a comercializa¢do da pululana produzida.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os biopolimeros vém sendo estudados a fim de minimizar o uso dos polimeros
sintéticos, cuja producdo deriva basicamente do petroleo, uma fonte ndo renovavel.
Também, os biopolimeros despontam no mercado pela ampla gama de propriedades
intrinsecas, 0 que permite seu uso intensivo nos mais variados setores industriais.
Particularmente, tem-se interesse nos materiais poliméricos de origem microbiana
pela possibilidade de obter macromoléculas com novas funcionalidades, o que

favoreceria aplicagcdes ainda mais nobres.

Como jA& mencionado, o principal entrave a producdo comercial dos
biopolimeros de origem microbiana é o custo. Trabalhos publicados indicam que os
componentes utilizados adicionam um custo de aproximadamente 30% ao custo total
da pululana (MILLER; CHURCHILL, 1986 apud SURUMARAN et al., 2013). Dessa
forma, € de grande importancia encontrar fontes nutricionais de baixo custo e de

grande disponibilidade a fim de viabilizar economicamente sua produgéo comercial.

No Brasil, o acUcar cristal pode ser uma alternativa como fonte de carbono e
energia na formulacdo do mosto. Esta matéria-prima ja& vem sendo utilizada por
diferentes empresas para produgcdo microbiana de produtos de alto valor agregado,

como por exemplo, &cido latico e acido citrico (PENNA, 2001).

Os rejeitos industriais também podem ser uma opcdo para emprego como
matéria-prima em bioprocessos. Neste caso, além da reducao dos custos, evita-se 0
seu descarte ou, pelo menos, se reduz o volume a ser tratado a fim de atender as
normas definidas pela legislacdo ambiental vigente. No entanto, muitas vezes, o
emprego de rejeitos é inviavel por requerer um tratamento prévio de modo a adequa-
lo para incorporagdo ao meio reacional, ou demandar etapas adicionais de
recuperacéao/purificacdo do bioproduto do meio fermentado. Adicionalmente, o uso de
rejeitos pode implicar em modificacdo das propriedades do biopolimero, tornando seu
uso impréprio para algumas aplicacdes (ISRAILIDES et al.,, 1994). Portanto, é
imprescindivel estudar as caracteristicas do biopolimero obtido, principalmente em
termos de heterogeneidade e massa molar, quando produzida a partir de meios de

elevada complexidade.
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No caso em questdo, a complexidade metabdlica do fungo produtor de pululana
permite o emprego de diferentes matérias-primas, o que possibilita o desenvolvimento
de bioprocesso eficiente do ponto de vista econémico e ambiental. Comercialmente,
a producado de pululana por via fermentativa tem sido realizada no Japéo e Estados
Unidos. A Hayashibara International Inc. (empresa japonesa) produz a pululana
utilizando como substrato xarope de milho (FDA, 2002). No Brasil, ainda ndo existe
tecnologia desenvolvida, e os trabalhos experimentais ainda séo incipientes. Por isso,
€ importante desenvolver um processo economicamente viavel com a finalidade de
capacitar a producédo de pululana utilizando matérias-primas abundantes na regido de
produgéo, e de baixo custo, inclusive rejeitos, mas que ndo venham a onerar 0S custos

relativos aos processos de downstream (BORGES et al., 2004).

Em trabalho anterior (OLIVEIRA, 2010) foram avaliadas duas linhagens de A.
pullulans — 10C 3011 e IOC 3467 — ambas obtidas da Colecdo de Cultura do
Laboratorio de Taxonomia, Bioquimica e Bioprospeccdo de Fungos/IOC, sob
coordenacao da Dra. Maria Inez de Moura Sarquis. Para as linhagens, foram testadas
algumas fontes de nitrogénio em diferentes concentracdes, em meio contendo acucar
cristal como principal fonte de carbono, na concentracgéo inicial de 30 g/L. A producéo
de pululana foi avaliada empregando (NH4)2SO4 (fonte de nitrogénio usualmente
adotada para producao de biopolimero por A. pullulans), e também pelo emprego de
NaNOs, NH4NOs3, ureia e levedura residual cervejeira (LRC) (LAZARIDOU, 2003; LIN;
ZHANG; THIBAULT, 2007). As concentracfes foram estabelecidas de modo a obter
relacbes carbono/nitrogénio (C/N) de 5, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 g/g. Nas
condi¢bes ensaiadas, a utilizagdo da linhagem I0C 3011 em meio constituido de
acucar e LRC, na relacdo C/N de 100, permitiu alcancar os maiores valores de
rendimento e viscosidade. O controle do pH também foi estudado através da adicéo
de tampao fosfato de potassio-hidroxido de sédio, de acordo com Morita e Assumpcao
(1968), e notou-se que houve incremento dos valores de rendimento e viscosidade,

além de reducéo de pigmentacao.

Adicionalmente, a equipe vem, ha varios anos, pesquisando sobre a
possibilidade de usar a LRC na formulacé&o de mostos para a obtencéo de produtos
comerciais. O primeiro estudo demonstrou a possibilidade do emprego de levedura
residual cervejeira para producéao industrial do bioinseticida de Bacillus sphaericus.
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A partir dos resultados obtidos, uma empresa nacional passou a fazer uso desse
rejeito para a producao industrial de boinseticida.

No presente estudo foi dada énfase a definicdo das melhores condi¢des de
cultivo para maximizacao da producéo de pululana a partir de acgucar cristal e do rejeito
da industria cervejeira (LCR), levando em consideracdo as caracteristicas quimicas e
fisicas dos biopolimeros produzidos. E, assim, estabelecer a influéncia das condi¢des
nutricionais/ambientais no rendimento, produtividade, viscosidade e massa molar do

biopolimero.

Neste contexto, o objetivo geral da Tese foi determinar as propriedades dos
biopolimeros produzidos por linhagens de Aureobasidium pullulans — provenientes de
Colecdo de Cultura Internacional — empregando acucar-cristal, matéria-prima
comercialmente disponivel e relativamente de baixo custo na regido sudeste do Brasil,
e residuo da industria cervejeira (LRC) — biomassa esgotada do processo fermentativo
— em diferentes condicdes de cultivo, para bioprocesso conduzido em frascos agitados

e em biorreator.

Objetivos especificos:

. Selecionar a linhagem microbiana com base na producdo do

biopolimero, morfologias macro e microscoépica da cultura e cogeracao de pigmento;

. Definir as concentracdes iniciais de carbono e nitrogénio mais indicadas
para producdo de pululana através de Planejamento Experimental, tendo como

variaveis reposta a viscosidade, o rendimento e a massa molar;

. Determinar a influéncia da razdo aeracdo/agitacdo na producdo de

biopolimero em biorreator;

o Realizar a caracterizacdo fisico-quimica dos biopolimeros obtidos em

cada uma das etapas;

o Avaliar a citotoxicidade do biopolimero obtido e da pululana comercial

padréo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Biopolimeros/Polissacarideos

Os biopolimeros podem ser definidos como macromoléculas, de elevada
massa molar (superior a 10* g/mol), constituidas por monoémeros ligados
covalentemente, que sdo sintetizadas por organismos vivos (STEINBUCHEL, 2003;
KOLYBARA; TABIL; PANIGRAHI, 2004). A Tabela 1 apresenta biopolimeros
encontrados na natureza e respectivas funcoes (ALLAN et al., 1993; STEINBUCHEL,
2003).

Tabela 1. Biopolimeros encontrados na natureza e suas funcdes

Polimero Mondémero Funcdes

Acidos Nucléicos

(DNA e RNA) Nucleotideos Carrega as informacdes genéticas

Catalise biolégica (enzimas), fatores
de crescimento, materiais estruturais
Proteinas Aminoacidos (Ias, couro, seda, cabelo, tecido
conectivo), hormonios (insulina),
toxinas, anticorpos
Material estrutural de plantas e
organismos superiores (celulose,
Monossacarideos quitina), armazenamento de energia
(glicogénio, amido), secrecdes
microbianas

Polissacarideos
(carboidratos)

Reserva de energia de micro-
organismos

Materiais estruturais em plantas
(lignina), estrutura do solo (humus,
turfa), mecanismo de defesa em
plantas (taninos)

Polihidroxialcanoatos Acidos graxos

Polifendis Fendis

) Materiais inorganicos para
Polifosfatos Fosfatos 9 P )

armazenamento de energia
Materiais inorganicos para

Polissulfetos Sulfetos )
armazenamento de energia

Fonte: ALLAN et al. (1993); STEINBUCHEL (2001).
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Quanto a estrutura quimica, os biopolimeros sao classificados em
polissacarideos, poliésteres ou poliamidas (PRADELLA, 2006). Tém em comum o fato

de todos serem produzidos a partir de matérias-primas renovaveis.

Os polissacarideos se destacam pela complexidade estrutural, visto serem
constituidos de dezenas, centenas, ou mesmo, milhares de unidades de um unico ou
de diferentes tipos de monossacarideos, unidos entre si através de ligacOes
glicosidicas, constituindo longas cadeias com massa molar superior a 10% g/mol
(BOBBIO; BOBBIO, 1992a). Estas macromoléculas diferem entre si na composi¢ao
quimica, no tipo de ligacdo glicosidica, no grau de ramificagdo e no comprimento de
suas cadeias laterais (GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996; CORRADI DA SILVA
et al., 2006). Por isso, existe uma grande diversidade estrutural das moléculas
sintetizadas pelos micro-organismos, 0 que permite que apresentem distintas
propriedades funcionais. Segundo Chaves (2000), 20 diferentes acuUcares foram
identificados em polissacarideos de origem biolégica, garantindo uma diversidade de

propriedades fisicas e quimicas e, por conseguinte, uma vasta gama de aplicacdes.

Quanto a natureza quimica, os polissacarideos podem ser classificados em:
homopolissacarideos e heteropolissacarideos (RODRIGUES, 2003). Os
homopolissacarideos sdo constituidos por apenas um tipo de unidade monomérica,
enquanto que os heteropolissacarideos contém dois ou mais tipos diferentes de

monossacarideos.

Os polissacarideos ainda podem diferir quanto ao arranjo das moléculas,
podendo se apresentar em formas linear ou ramificada (CORRADI DA SILVA et al.,
2006). No entanto, a maioria dos polissacarideos apresenta estrutura ramificada,
como é o caso do amido e do glicogénio. Cabe ressaltar que também a estrutura da
macromolécula tem influéncia no seu comportamento em solu¢cdo aquosa. Por
exemplo, grandes variagdes no grau de ramificagdo podem afetar a solubilidade dos
polimeros (SUTHERLAND, 1998). Tem-se ainda que o aumento no teor de
ramificacbes reduz a cristalinidade, o que resulta em alteracdo das caracteristicas
mecanicas dos polimeros. Em geral, a medida que aumenta a quantidade de
ramificacdes, a estrutura torna-se mais compacta, ou seja, sua superficie diminui e,
consequentemente, diminui sua rigidez e aumenta a sua solubilidade em agua

(CORRADI DA SILVA et al., 2006).
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Também pode haver diferenciacdo quanto ao tipo de ligacdo — a e  — entre as
unidades de monossacarideos (BARBOSA et al., 2004). O tipo de ligacdo esta
diretamente relacionado a flexibilidade da cadeia. Por exemplo, ligacdes do tipo B
conferem maior rigidez estrutural do que as ligagdes do tipo o (BARBOSA et al., 2004,
CORRADI DA SILVA et al, 2006). Adicionalmente, a presenca de ligacdes
glicosidicas, a ou B, do tipo (1—6) em homopolissacarideos lineares confere um
aumento da solubilidade, devido a grande liberdade de rotacdo entre as unidades
monoméricas, ja que a energia necessaria para rotacdo em torno do &tomo de carbono
nas posicoes C-5 e C-6 é baixa (WHISTLER, 1973 apud LOPES, 1989;
SUTHERLAND, 1998; DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004).

Ademais, as glucanas extracelulares do tipo B, particularmente glucanas j-
(1—3), apresentam atividade antitumoral, o que néo se verifica para glucanas do tipo
a (SCHIMID et al., 2001). Esta atividade esta relacionada a conformagédo em tripla
hélice, embora a complexidade da ramificacdo lateral e massa molar da glucana

igualmente influenciem nas suas caracteristicas.

Os polissacarideos também podem ser diferenciados quanto a carga ibnica, em
funcdo da presenca de grupamentos como carboxila, fosfato, sulfato e amina. Em
funcdo da carga ibnica, os polissacarideos sao classificados como: aniénicos, neutros
e catidnicos (MARGARITIS; PACE, 1985). Em geral, os polissacarideos neutros,
como é o caso da pululana, apresentam solubilidade relativamente baixa, em
decorréncia da presenca de grande namero de ligacdes hidrogénio que estabilizam

as interagdes inter e intracadeias (RINAUDO, 2001).

No ambiente natural, os polissacarideos podem estar associados a interacao
do micro-organismo com o hospedeiro, a protecdo da célula microbiana contra
dessecacdo ou ao ataque por bacteriéfagos e protozoarios. Contudo, as principais
funcbes dos polissacarideos para micro-organismos e demais seres Vivos Sao:

suporte estrutural e reserva energética (NELSON; COX, 2002).

Em termos energéticos, 0s homopolissacarideos mais relevantes sdo o amido
e o glicogénio, principais reservas das plantas/algas e animais/micro-organismos
(bactérias e fungos), respectivamente. O amido, constituido por cerca de 1.400

unidades de glicose, é composto por dois polissacarideos: a-amilose (polimero linear
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composto por uma cadeia sequencial de monémeros unidos por ligagées a-(1—4)) e
amilopectina (polimero ramificado por ligacdes a-(1—4) e ramificacdes a-(1—6) em

intervalos de 24 a 30 unidades).

Como polissacarideos estruturais, sdo exemplos a celulose e a quitina. A
celulose, macromolécula de maior preponderancia na natureza, formada por cadeias
lineares de D-glicose (300 a 1500 unidades), unidas por ligagdes B-(1—4), € a base
estrutural das paredes celulares das plantas e de alguns micro-organismos (MORAIS;
CAMPANA-FILHO, 1999). A quitina, formada por unidades de acetilglicosamina, esta
presente no exoesqueleto dos artropodes e nas paredes celulares dos fungos (GOY;
ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2004; CAMPANA-FILHO et al.,, 2007; BATTISTI;
CAMPANA-FILHO, 2008).

O Quadro 1 apresenta alguns exemplos de fontes usuais de polissacarideos.
Como pode ser constatado na tabela, os polissacarideos de interesse industrial
podem ser obtidos a partir de diferentes fontes: (i) macroalgas (ex.. agaranas,
carragenanas e alginatos); (ii) plantas superiores, compreendendo exsudatos (goma
arabica, goma ghati, tragacante, caraia); sementes (guar, alfarroba e tamarindo);
frutos (pectinas); tubérculos e cereais (amido e inulina); (iii) animais (acido hialurénico,
heparina, quitina, quitosana); (iv) liguens e fungos (galactomananas e
galactoglucomana, nigerana, isoliquenanas, acrocifananas, pululanas,
pseudonigeranas, laminarana, pustulana e liguenanas); e (v) bactérias (xantana,
gelana, dextrana, alginato, acido hialurdénico) (CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009).
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Quadro 1. Exemplos de polissacarideos e respectivas fontes

Origem Polissacarideo Fonte
Alginatos Algas pardas
Algas Agaranas
Algas vermelhas
Carragenanas

Exsudatos de
Plantas

Goma Arabica

Acacia spp.

Tragacante Astragalus spp.
Guar Cyamopis tetragonolobus
Sementes Alfarroba Ceratonia siliqua
Tamarindo Tamarindus indica
Frutas Pectinas Macas, laranjas
Tubérculos, Amido Milho, trigo, batatas
cereais Inulina Chicéria, Jerusalem artichokes
¢ . A Humor vitreo de bovinos, cristas de
Acido hialurénico "
galinaceos
o Heparina Pulméao de bovinos e intestinos de
Animais Y porcinos
Quitina )
: Carapacas de crustaceos
Quitosana
Pleurotus ostreatus, Agaricus blazei
Fungos Glucanas .
Aureobasidium pullulans
Xantana Xanthomonas spp.
Bactérias Dextrana Leuconostoc spp.
Gelana Sphingmonas elodea

Fonte: CUNHA; DE PAULA; FEITOSA (2009).

3.2. Polissacarideos microbianos

As primeiras observacbes sobre a ocorréncia de polimerizacdo foram
realizadas em 1813, com caldo de cana-de-acucar e suco de beterraba. Estes
liquidos, se ndo processados rapidamente, tomavam uma consisténcia de xarope, 0
que dificultava as etapas posteriores — filtragéao e cristalizagdo — para a separacédo do
acucar (MAUGERI FILHO, 2001). Somente quase 50 anos depois, foi demonstrado

por Pasteur ser a polimerizacao resultante da acdo de micro-organismos, responsavel

pelo aumento da viscosidade nestes produtos (BARBOSA et al., 2004).
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Os polissacarideos microbianos podem ser intracelulares, constituintes de
parede celular, ou extracelulares; os quais sao referendados como exopolissacarideos
(EPS) (RODRIGUES, 2003). Comparativamente, os EPS tém maior interesse
comercial por ser sua recuperacao facilitada, posto que envolve apenas a sua
precipitagdo direta do meio reacional, sem a necessidade de tratamento de lise
(rompimento) da parede celular para extracdo do bioproduto (MAUGERI FILHO,
2001).

O primeiro EPS microbiano obtido por fermentacdo foi a dextrana,
primeiramente descrita por Scheibler em 1874 (BARBOSA et al., 2004). Porém,
somente em meados do século XX, Gronwall e outros pesquisadores descreveram o
seu uso e o processo fermentativo de fabricacdo. Pode-se dizer que foi a partir da

dextrana que teve inicio o desenvolvimento de tecnologias para a producédo de EPS.

Atualmente, conta-se com varias publicacdes cientificas demonstrando o
potencial emprego de diferentes espécies microbianas na producdo de EPS,
especialmente para procariontes (SUTHERLAND, 2001; MOREIRA et al., 2005,

SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004; BERWANGER et al, 2006; MAHAPATRA,

BANERJEE; 2013; Ll et al., 2014; MA et al., 2014). A maioria dos EPS produzidos por
via microbiana € hidrossoluvel (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004). Porém, apresentam
diferenciadas propriedades estruturais, fisicas e quimicas, a depender principalmente
da espécie/linhagem produtora, da composi¢cdo do meio e das condigcbes ambientais
de cultivo. Por sua vez, as diferentes propriedades dos biopolimeros propiciam
aplicacdes variadas, nos mais distintos segmentos, tais como, industrias de alimentos,
farmacéutica, petrolifera, cosmética, téxtil, de tintas, produtos agricolas, entre outras
(BERWANGER et al., 2006; CANILHA et al., 2006).

A Tabela 2 apresenta alguns biopolimeros microbianos, micro-organismos

produtores e suas respectivas caracteristicas e fungoes.
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Tabela 2. Polissacarideos de origem microbiana e suas caracteristicas

Polissacarideo Origem Monossacaridico Propriedade Aplicacéo
Leuconostoc geleificante, Modificadores de viscosidade, industria
Dextrana . Glicose espessante, fotografica, acucar dietético, recheio de colunas
mesenteroides - e .
estabilizante cromatogréficas, uso em medicina
. geleificante, Molhos e xaropes, pasta de dente, paes,
Xanthomonas Glicose, manose e ™ . '
Xantana - -~ o espessante, cosmeéticos, produtos agricolas, tintas,
campestris acido glucurénico - L .
estabilizante perfuragéo de pocos de petroleo
. li ACI .
Sphingomonas G cose, ac do geleificante, . : : .
Gelana * glucurdnico e Doces, geleias, gelatinas, bebidas lacteas
elodea espessante
ramnose
Aureobasidium . . . Excipiente em comprimidos, revestimento na
Pululana x Glicose filme adesivo o .
pullulans industria alimenticia
Agrobacterium
* .
Curdlana SPP" Glicose E_s_pessan,te, . Industria alimenticia
Alcaligenes geleificante térmico
faecalis*

* Bactéria; ** Fungo.

Fonte: PRADELLA (2006); JIANG (2013).
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As gomas dextrana, xantana e gelana sdo praticamente os unicos EPS de
origem microbiana comercializados em escala industrial (MAUGERI FILHO, 2001).
Dentre estas, a goma xantana, cujo uso em alimentos foi aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA), a partir de julho de 1969, teve relevada importancia no
mercado de polimeros com emprego em diferentes segmentos industriais
(SUTHERLAND, 2001; FDA, 2002).

Como apresentado na Tabela 2, também os fungos séo produtores de EPS,
embora em menor grau em comparacdo as bactérias. Para os fungos, o0s
polissacarideos sé@o constituintes de grande parte do seu arcabouco estrutural. Por
exemplo, mais de 75% da parede da hifa corresponde a polissacarideos, notadamente
celulose e quitina. Além disso, alguns polissacarideos sédo formados
extracelularmente ao redor do micélio, proporcionando um suporte para adesao das
enzimas excretadas e participando como uma fonte indireta de peréxido de hidrogénio
na degradacdo de lignina (BARBOSA et al., 2004). As glucanas também podem
contribuir para manter o pH 6timo para as enzimas ligninoliticas, e ainda contribuem
impedindo a desidratacdo das hifas e regulando a concentracdo de glicose
extracelular (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

Varias espécies fungicas foram relatadas pela capacidade de producéo de
polissacarideos. Como exemplo, um levantamento feito por Barbosa e colaboradores
(2001), a partir de dados de Seviour e colaboradores (1992), e por Corradi da Silva e
colaboradores (2006), embora desatualizado, mostra a diversidade de fungos com
capacidade de producao de EPS; a maioria consistindo de homopolissacarideo de
glicose com ligacdes tipo B. A espécie A. pullulans é uma das poucas excecdes, posto
gue sintetiza glucana, cujos mondémeros estao unidos por ligacées do tipo a. Em
contraste com os EPS formados por ligacdes do tipo B, as a-glucanas conferem menor
rigidez a estrutura, o que resulta em aumento da flexibilidade e da solubilidade
(BARBOSA et al., 2004; CORRADI DA SILVA et al., 2006, LEATHERS, 1986 apud
CHIl et al., 2009).

O Quadro 2 apresenta um levantamento de homopolissacarideos e

heteropolissacarideos produzidos por fungos.
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Fungo Monossacarideo (s) ghé%i?gi%a Referéncias

. . . . -(1-3), B- SEVIOUR,;
Acremonium diospyri Glicose (1B—>(6)—Ei(% _5)4) HENSGEN (1983)

. STASINOPOULGQGS;
Acre_m_onlum Glicose B-ligacdes SEVIOUR; AUE
persicinum (1989)

Amanita muscaria Glicose a-(1—-3) KIHO et al. (1994)
Alternaria solani Gllco_se gala_ctose, B-(1—3) GOATLEY (1968)
glicosamina )
Aspergillus flavus Manose, galactose B-(1—2) Egg?Ko(slgg/S ;
. : Galactosamina, LEAL; RUPEREZ
Aspergillus nidulans acetato, galactose a-(1—3) (1978)
Glicose. malato B-(1—3), LEAL-SERRANO et
: B-(1—6) al. (1980)
Aureobasidium SCHMIDT et al.
pullulans a-(1—4), (2001); KACHHAWA;
a-(1—6) BHATTACHARJEE;
SINGHAL (2003)
a-(1—6) GIBBS; SEVIOUR
Aureobasidium _ (1996)
pullulans ATCC 9348 Glicose a-(1-6) GIBBS; SEVIOUR
(1998)
Aureobasidium B-(1—3), B- YURLOVA; HOOG
pullulans aubasidani (1—6), a-(1—4) | (1997)
Aureobasidium a-(1-6) BARNETT et al.
pullulans NRRLY-6220 (1999)
Aureobasidium a-(1-6) SCHUSTER et al.
pullulans P56 (1993)
SELBMANN;
Botryosphaeria rhodina Glicose %'_((11:%))’ gg?SUNCACLI%LI
(2002)
Botryosphaeria sp Glicose %_-((11:36))’ (Bz'%gg)OSA etal.
. . B-(1—3), B-
Botrytis cinerea Glicose (156), B-(1—4) LEAL et al. (1978)
Botrytis cinerea Glicose %—_((11—_:36)), agSSURDIEU etal.
Claviceps fusiformis Glicose E;;}Eggggg? BUCK et al. (1968)
Epicoccum Glicose ligacdes B | MICHEL et al. (1987)
purpurascens

Fusarium solani

Manose, galactose,
glicose, pentose

desconhecida

POLYCARPO et al.
(1997)

Glomerella cingulata Glicose %:((11:36))’ GOMAA et al. (1992)
Helotium sp Glicose %-_((11:%))’ DAVIS et al. (1965)
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Fungo Monossacarideo (s) Ll_gaga}o_ Referéncias
glicosidica
Laetisaria arvalis Glicose B-(1—3), B-(1—6) | AOUADI et al. (1991)
SCHWEIGER-
Microdochium nivale Glicose B-(1—4) HUFNAGEL et al.
(2001)
L . . B-(1—3), FEATHER; MALEK
Monilinia fructicola Glicose B-(1—4) (1972)
Manose, galactose B'(1I._)4)LB(1_>2); ﬁF;??ER etal.
Monilinia fructigena \gacoes d ( )
Glicose B-(1—3), SANTAMARIA et al.
B-(1—6) (1978)
SARKAR;
Paecilomyces lilacinus Glicose, galactose desconhecida HENNEBERT,;
MAYAUDON (1986)
Penicillium erythromellis Glicose, malonato B-(1—6) (RlLég:I;E)REZ etal.
. . B-(1-3),
Pestalotia sp 815 Glicose B-(1-:6) MISAKI et al. (1984)
. . B-(1—3),
Phanerochaete Glicose, arabinose B-(1-6) BES et al. (1987)
chrysosporium . B-(1—-3), BUCHALA,; LEISOLA
Glicose B-(1-6) (1987)
SELBMANN;
. B-(1—3), CROGNALE;
Phoma herbarum Glicose B-(1-6) PETRUCCIOLI
(2002)
N . B-(1—3), BRUNETEAU et al.
Phytophthora parasitica Glicose B-(1—6) (1995).
Plectonia occidentalis Glicose B-(1—3), DAVIS et al. (1965)
B-(1—6)
Glicose, manose, , HUSSAIN; PRIETO;
Pleurotus ostreatus galactose desconhecida MARTINEZ (1996)
Can . B-(1—3), CHENGHUA et al.
Pleurotus tuber-regium Glicose B-(1-6) (2000)
Poria cocos Glicose, galactose, B-(1—3), JIN et al. (2003)
manose a-(1—3)
KIKUMOTO et al.
) (1969);
Schizophyllum commune | Glicose B (11_’%)’ MAZIERO:
B-(1-6) CAVAZZONI;
BONONI (1999)
. . : B-(1—3), JOHNSON et al.
Sclerotium glucanicum Glicose B-(1-6) (1963)
Sclerotium rolfsii ATCC . B-(1—3), N
201126 Glicose B-(1—6) FARINA et al. (1998)

Stereum strigoso-zonatum

Manose, galactose

desconhecida

BENDER (1975)

Tremella mesenterica

Glicose

a-(1—4), a-(1—6)

SERVIOUR et al.

(1992)
. Manose, arabinose, MARTINEZ et al.
Ulocladium atrum glicerol B-(1—3), B-(1—6) (1998)

Fonte: adaptado de Barbosa et al. (2001); Corradi da Silva et al. (2006).
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Segundo o trabalho de revisao publicado por Corradi da Silva e colaboradores
(2006), vérios dos EPS produzidos por fungos ainda ndo foram adequadamente
explorados, embora muitos apresentem propriedades reologicas de interesse
comercial. Segundo estes autores, dentre os polissacarideos fungicos, escleroglucana
e pululana merecem destaque para aplicacdo, ja sendo produzidos industrialmente

em alguns poucos paises.

Nota-se que ainda ndo existe interesse de exploracdo comercial da maioria dos
EPS microbianos descobertos, ainda que sejam aceitos como produtos
biotecnolédgicos. Basicamente, isto € motivado por: patogenicidade do microrganismo
produtor; qualidade do produto, em geral, ndo se mantém em fermentacbes
subsequentes; e ndo aceitabilidade do produto (CORRADI DA SILVA et al., 2006).
Contudo, a principal desmotivacao € o custo relativamente elevado de producéo para
a maioria dos EPS microbianos quando comparados aqueles obtidos a partir da

extracdo de vegetais e de algas marinhas.

No caso dos polimeros ja produzidos em escala industrial, a relacédo
custo/beneficio se justifica pelas propriedades quimicas e fisicas Unicas ou superiores
as dos polissacarideos tradicionalmente comercializados (SUTHERLAND, 2001;
CORRADI DA SILVA et al., 2006). Dentre as propriedades de interesse, pode-se citar:
alta viscosidade, elevado poder geleificante, compatibilidade com uma grande
variedade de sais em ampla faixa de pH e de temperatura, estabilidade em elevadas
concentracfes ibnicas, alta solubilidade em agua, e sinergia com outros

polissacarideos.

O exposto reforca a importancia da area de biopolimeros, cujo desenvolvimento
tecnolégico ainda carece de estudos. Particularmente, em face do interesse em
substituir os polimeros ndo biodegradaveis, com uso intensivo em diferentes areas,
cujo acumulo tem sido apontado como uma das principais causas de impacto
ambiental. Neste contexto, deve ser focado o desenvolvimento de processos
econdmicos para a producédo de EPS (AMASS et al., 1998; BORGES et al., 2004,
BERWANGER et al., 2006; KHAN; PARK; KWON, 2007; SHARMA; PRASAD;
CHOUDHURY, 2013; SUGUMARAN et al., 2013).
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3.3. Pululana

As primeiras observacbes da sintese de polimero extracelular pelo fungo
Aureobasidium pullulans foram feitas em 1938 por Bauer (REKHA; SHARMA, 2007).
No entanto, apenas em 1958, Bernier fez o isolamento deste polissacarideo, o que
permitiu a sua caracterizacdo. No ano seguinte, Bender, Lehmann e Wallenfels (1959)
demonstraram se tratar de uma nova glucana, a qual foi por eles nomeada “pululana”.
Contudo, a estrutura basica da pululana, tal como é conhecida na atualidade, so foi

determinada nos anos 60.

Na literatura, o termo “pululana” é utilizado para descrever as moléculas de
“‘polimaltotriose” produzidas por Aureobasidium pullulans, bem como os
polissacarideos, estruturalmente semelhantes a pululana, que sdo produzidos por
outros micro-organismos (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008).

A pululana é um homopolissacarideo neutro linear, com férmula quimica geral
(CsH100s)n, € massa molar variando de 5 x 10% a 2 x 108 g/mol (SLODKI; CADMUS,
1978; SINGH; SAINI, KENNEDY, 2008). Segundo Lee e colaboradores (1999), a
pululana é um dos poucos polissacarideos microbianos neutros sollveis em agua que

pode ser produzido em grande quantidade por fermentacao.

Distintamente da maioria dos exopolissacarideos produzidos por fungos, o
polissacarideo produzido por A. pullulans € uma glucana, com ligacdes glicosidicas
do tipo a. A Figura 1 apresenta a estrutura quimica da pululana, mostrando as
unidades de maltotriose — constituidas por trés unidades de glicose ligadas entre si
por ligagbes a-(1—4) — que se encontram interconectadas via ligagcbées a-(1—6). A
relagdo molar das ligagbes a-(1—4) e a-(1—6) é de 2:1 (GORIN, 1981). A alternancia
regular das ligacoes a-(1—4) e a-(1—6) conferem a molécula flexibilidade estrutural e
aumento da solubilidade (ANGIOLETT]I, 2003 apud SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008;
LEATHERS, 1986 apud CHI et al., 2009). Isto porque, como previamente mencionado,
as ligagbes do tipo (1—6) em homopolissacarideos lineares permitem grande
liberdade de rotacao entre as unidades monomericas (LOPES, 1989; TYLIANAKIS et
al., 1999; MOTAWIA et al., 2005).
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Figura 1. Estrutura quimica representativa da pululana, destacando a unidade repetitiva de
maltotriose.
Fonte: adaptado de FARRIS et al. (2014).

Na literatura consultada, ndo foi encontrada nenhuma publicacdo descrevendo
a biossintese completa da pululana por A. pullulans. Portanto, enquanto todas as
etapas envolvidas na biossintese ndo forem elucidadas, sera dificil incrementar o
rendimento e a produtividade de pululana por manipulacdo genética (DUAN et al.,
2008; CHI et al., 2009).

De acordo com Catley e McDowell (1982), A. pullulans incorpora glicose
marcada com C!* em lipideo, glicose, isomaltose, panose e isopanose. Os autores
sugerem que a pululana resulta da polimerizacdo da panose e da isopanose, ou que
a conjugacao de ambos leve a formacédo da maltotriose. No entanto, nenhuma das

enzimas envolvidas na biossintese de pululana foi identificada.

Outros autores indicam ser a sintese da pululana dependente de glicose-UDP,
da atividade de glicosiltransferase e de ATP, e que segue o metabolismo dos lipideos
(UEDA; KONO, 1965 apud CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011; TAGUCHI et al.,
1973 apud CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011; ONO et al., 1977 apud CHENG;
DEMIRCI; CATCHMARK, 2011). A dependéncia pela glicose-UDP foi corroborada
posteriormente por Shingel (2004) e por Duan e colaboradores (2008).
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Segundo Leathers (2003), o Unico ponto considerado realmente certo € que, ao
contrario das dextranas bacterianas que sdo sintetizadas extracelularmente, a

pululana é sintetizada intracelularmente e, em seguida, excretada por A. pullulans.

3.3.1. Mercado e aplicagdo da pululana

As primeiras patentes indicando o emprego industrial de pululana surgiram em
1967. Naquela época, eram sugeridas aplicacfes, tais como, agente floculante na
producédo de papel e tinta, e substituto biodegradavel da fibra de nylon, de poliestireno
ou de poli(alcool vinilico) (PRADELLA, 2006).

Comercialmente, a producdo de pululana por via fermentativa € feita pelas
empresas Sigma Chemical Co. (Estados Unidos) e Hayashibara Biochemical Co.
(Japao) (MAUGERI FILHO, 2001; ALLAN et al., 1993; SIMON; CAYE-VAUGEN;
BOUCHONNEAU, 1993; CANILHA et al.,, 2006). A producdo de pululana pela
Hayashibara teve inicio em 1976 (REKHA; SHARMA, 2007) quando, segundo
Pradella (2006), foram produzidas 300 t/ano, com preco variavel, US$ 20 - 25/kg, de

acordo com as especificacdes do produto final.

Atualmente, o mercado dispde de trés tipos de pululana — grau industrial, grau
alimenticio e grau farmacéutico — nas formas de p6 e de filme. A distincdo entre os
produtos comercializados se deve ao grau de pureza e a massa molar (PRADELLA,
2006).

A massa molar da pululana influencia sobremodo a aplicagdo da pululana. Por
exemplo, para aplicacdo farmacéutica, mais especificamente em medicamentos de
uso parenteral (injetaveis), uma baixa massa molar é requerida (VILLANOVA,
OREFICE; CUNHA, 2010). Para uso como expansor de plasma, a massa molar deve
ser em torno de 60 kDa (PRAJAPATI et al., 2013). No caso de ser usada no setor
alimenticio, a massa molar devera ser em torno de 10° g/mol. De fato, a massa molar
da pululana produzida por via microbiana possibilita seu emprego na maioria das

aplicacdes industriais (KIM et al., 2000).
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A concentracdo do EPS, massa molar e propriedades fisicas, tais como
viscosidade e solubilidade, sdo caracteristicas da linhagem produtora, mas também
podem ser alteradas variando as condi¢cfes de cultivo, principalmente a depender das
fontes de carbono e de nitrogénio empregadas e dos parametros ambientais (CUNHA,
2002). Portanto, é possivel obter pululana para diversos tipos de aplicacdes (KHAN;
PARK; KWON, 2007; ZHANG et al., 2009). Um exemplo, € seu emprego em alimentos

e bebidas de baixa caloria, com o propdsito de lhes atribuir consisténcia/textura.

Como a maioria dos biopolimeros microbianos, a aplicacdo da pululana esta
relacionada as suas propriedades como ligante, espessante e estabilizante. Destaca-
se ainda que as solu¢des de pululana ndo séo afetadas por variacdes de pH, calor e
salinidade, o que as distinguem dos demais hidrocoléides conhecidos (FDA, 2002;
LAZARIDOU et al., 2002a; LAZARIDOU et al., 2003). Além disso, as pululanas podem
ser quimicamente modificadas por reacdes de cloragéo, sulfatacéo, esterificagéo,
eterificacdo, carboxilacdo, acetilacdo, entre outras, a fim de melhorar suas
propriedades, direcionando o seu desempenho. Por exemplo, pululanas esterificadas

s80 menos susceptiveis ao ataque enzimatico (SUTHERLAND, 1998).

A pululana e seus derivados tém se mostrado efetivos nas mais diversas
aplicacoes (CHI et al.,, 2009; KUMAR et al., 2012). A seguir, alguns exemplos de

aplicacao da pululana.
3.3.1.1. Indastria alimenticia

O relatério Generally Recognized as Safe (GRAS) de apoio a utilizacao segura
de pululana em alimentos foi elaborado pela Hayashibara International Inc. E B. Lee
Dexterand Associates e posteriormente analisado por um painel de peritos
qualificados por treinamento e com experiéncia para avaliar a seguranca do material
polimérico. O relatdrio teve como base estudos de toxicologia animal, envolvendo:
histérico de vinte anos de consumo no Japao; inexisténcia de relatos de intoxicacao;
a semelhanca da pululana com outras outras substancias alimentares GRAS, como

por exemplo, a amilopectina; e um grande namero de publicacdes (FDA, 2002).

Na industria alimenticia, a pululana é principalmente empregada no preparo de

molhos para saladas e alimentos pré-cozidos, em face da sua capacidade de formar
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filmes, o que garante que o molho fique aderido a superficie dos alimentos
(SUTHERLAND, 1998). A capacidade de formar filmes também propicia seu emprego
na decoracdo de doces e produtos de panificacdo, e no acabamento de chocolates,
de gomas de mascar e de balas, entre outros. Normalmente, a pululana é o
polissacarideo mais empregado com tal fim por promover maior aderéncia e brilho,

sem alterar odor, sabor, e poder calorico do alimento (por ndo ser degradada pela -

amilase, enzima presente em mamiferos).

O emprego da pululana como revestimento de alimentos ainda contribui para a
inibicdo do crescimento microbiano (KANDEMIR et al., 2005; GOUNGA et al., 2008).
Isto porque, ao formar um filme sobre o alimento, atua como barreira ao oxigénio, o
gue, por sua vez, evita seu escurecimento por oxidagcao e, por conseguinte, a perda
de qualidade do produto. Portanto, filmes de pululana garantem que a aparéncia do
alimento seja mantida por tempo prolongado, conferindo maior estabilidade ao
alimento e um tempo maior de prateleira (SEVIOUR et al., 1992; DIAB et el., 2001,
FDA, 2002; KACHHAWA; BHATTACHARJEE; SINGHAL, 2003; LEATHERS, 2003;
CANILHA et al., 2006; PRADELLA, 2006; KHAN; PARK; KWON, 2007; CHI et al.,
2009; CHENG; DEMERCI; CATCHMARK, 2011).

A pululana pode ainda ser usada como aditivo alimentar, como: componente
de farinhas; texturizador para presunto, tofu e salsicha; agente potencializador/fixador
de aditivos para dar cor e sabor; e como forma de“proteger” o sabor/aroma através da
microencapsulacdo (KHAN; PARK; KWON, 2007).

Também apresenta aplicacdo como pré-bidtico na formulacdo de alimentos
devido a sua capacidade de promover o crescimento seletivo de Bifidobacterium spp.
no intestino humano (SUTHERLAND, 1998; LEATHERS, 2003).

Leung e colaboradores (2006) patentearam um filme comestivel a base de
pululana que, associado a Oleos essenciais, o0 torna eficaz como agente
antimicrobiano. De acordo com estes autores, 0 uso desses filmes teve efeito na

inativacdo de micro-organismos produtores de placa dentaria, gengivite e mau halito.
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3.3.1.2. Industria de plasticos

A pululana pode ser comprimida e moldada sem o auxilio de plastificantes,
dando origem a filmes transparentes biodegradaveis, de alta impermeabilidade ao
oxigénio, termicamente estaveis e com propriedades elasticas (LEATHERS, 2003;
CANILHA et al.,, 2006). Por isso, além da comprovada atoxicidade permitir sua
aplicacdo como revestimento comestivel, pode ter emprego em artigos moldados
(MAUGERI FILHO, 2001).

A pululana pode substituir polimeros sintéticos, particularmente poliestireno e
poli(cloreto de vinila), pela similaridade em transparéncia, dureza, rugosidade e brilho
(SUTHERLAND, 1998; PRADELLA, 2006). A aplicacdo da pululana e de seus
derivados j& foi patenteada, principalmente por japoneses, que a comparam ao
poliestireno e ao poli(alcool vinilico) (NAKASHIO et al., 1975; SANO; UEMURA,;
FURUTA, 1976; CADE; SCOTT; XIONGWEI, 2001; NIETO, 2012; SCOTT; CADE;
XIONGWELI, 2012).

3.3.1.3. Industria farmacéutica/Medicina

Existem relatos de uma gama de aplicacdes da pululana nas areas biomédica
e farmacéutica, por conta da sua efetiva acdo anticoagulante, antitrombdtica e
antiviral, especialmente para derivados sufaltados e fosforilados (ALBAN et al., 2002;
SHIBATA et al.,, 2001 apud CHI et al., 2009). Isto se deve principalmente as

propriedades: sdo atoxicas, biodegradaveis e ndo imunogénicas (ZHANG et al., 2009).

Também foi demonstrado o potencial deste biopolimero no desenvolvimento de
nanoprodutos como sistemas de liberacdo controlada de drogas para aumentar a
biodisponibilidade de produtos pouco sollveis em agua e de pequenas massas
molares, bem como de macromoléculas tais como proteinas e peptideos, entre outros
(MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2001; ZHANG et al., 2009; HUSSAIN et al., 2013;
MOCANU et al.,, 2014; RAVI et al.,, 2014). Muitas empresas farmacéuticas estao
explorando essas tecnologias, uma vez que ingredientes ativos de baixa solubilidade
nao eram usados por serem de dificil formulacdo. Adicionalmente, como a pululana

nao é atacada pelas enzimas digestivas do intestino humano, pode ser utilizada como
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transportadora para a entrega oral de droga (TSIJISAKA; MITSUSHASHI, 1993 apud
PRAJAPATI; JANI; KHANDA, 2013).

Além do emprego no encapsulamento de medicamentos, 0 seu emprego tem
sido eficaz na formulacdo de conjugados néo toxicos de vacinas, particularmente por
ser um dos poucos biopolimeros neutros, cujos derivados se mostram muito eficientes
(SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Tem-se ainda que a ligacdo covalente entre virus
e pululana estimula notavelmente a producédo de anticorpos das imunoglobulinas G e
M e diminui a producdo de anticorpos da imunoglobulina E, além de promover a
inativacéo do virus (YAMAGUCHI et al., 1985 apud SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008;
MITSUHASHI; KOYAMA, 1987 apud SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008; SUNAMOTO
et al., 1987 apud SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008).

Considerando a solubilidade da pululana em agua, esta ainda pode ser utilizada
como substituinte (expansor) do plasma sanguineo, similarmente a dextrana (que vem
sendo utilizada para essa aplicacéo desde 1944) (TSUJISAKA; MITSUHASHI, 1993).
Observou-se que pululana de elevada massa molar (> 60 kDa) mantém o volume de
sangue em circulacdo e sua pressao osmotica em casos de perda macica de sangue
(aumento da pressdo venosa) (TSUJISAKA; MITSUHASHI, 1993; SHINGEL,;
PETROV, 2002; CHENG et al., 2010; PRAJAPATI et al., 2013). O efeito terapéutico
destas preparacdes € determinado pela massa molar e caracteristicas de
conformacao da substancia polimérica. Fracdes de alta massa molar (> 200 kDa)
podem provocar reacdes toxicas e impedir a normalizacdo da circulacdo sanguinea
(SHINGEL, 2004). Por outro lado, baixas massas molares séo rapidamente excluidas
do organismo deixando o paciente com choque hemorragico secundario (PRAJAPATI
et al., 2013). Portanto, a massa molar e concentracdo do polimero sdo ajustadas de
modo a obter uma solu¢do com uma viscosidade correspondente a do sangue, o que
equivale a uma concentragcao entre 6 e 10 g/dL de dextrana com massa molar entre
70 e 40 kDa (SHINGEL, 2004).

Por fim, foi demonstrado por Leathers (2003) que a pululana pode atuar como
potencializador do efeito do interferon, proteina que esta sendo utilizada eficazmente
no tratamento de algumas doencgas virais, como a hepatite (SUGINOSHITA et al.,
2001; REKHA; SHARMA, 2007). O interferon néo possui afinidade 6rgéo-especifica e

seu tempo de meia-vida é curto, por isso € feita a administracdo de altas doses, que
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causam efeitos colaterais nos pacientes durante o tratamento. A conjugagédo do
interferon a pululana, a qual possui capacidade de se associar ao figado, permitiria
reduzir a dose administrada ao paciente, mitigando os efeitos colaterais gerados pelo

interferon.

3.3.1.4. IndUstria de cosméticos

A pululana também dispde de propriedades — atdxica, excelente capacidade de
formar filme transparente, hidrossolubilidade e absorcéo de agua — fundamentais para

garantir a eficacia dos cremes para tratamento dermatologico (SINGEL et al., 2008).

3.3.1.5. IndUstria do petréleo

Na literatura foram encontradas algumas referéncias quanto ao uso deste
biopolimero para melhorar a recuperacdo de 6leo cru (YUEN, 1974; SCHUSTER et
al.,, 1993 apud MOUBASHERA; WAHSH, 2014). Isto porque a eficiéncia da
recuperacdo de Oleo no primeiro estagio (recuperagdo primaria) € baixa,
correspondendo a somente 10 a 30% do volume total de petréleo disponivel,
dependendo da natureza do reservatorio; ja que a elevacao do petrdleo se da apenas
pela pressdo natural existente no reservatorio. Para a recuperagdo do Oleo restante
das rochas porosas, algumas estratégias sado adotadas, principalmente injecdo de
agua ou de gases (recuperacao secundaria). Porém, esses fluidos tendem a percorrer
as regidbes mais permeaveis, deixando ainda quantidades substanciais de 6leo na
formacdo. Neste caso, o aumento da vida econdmica do reservatério pode ser
alcancado pelo emprego de produtos (recuperacao terciaria ou avancada), como por
exemplo, polimeros (THOMAS, 2001).

A adicao de polimero a agua de injecéo visa aumentar a viscosidade e reduzir
a permeabilidade da fase aquosa, de modo a melhorar a relacdo de mobilidade entre
a fase aquosa e a fase oleosa (SUTHERLAND, 1998; VAN HAMME; SINGH; WARD,
2003; BARBOSA et al., 2004; CORRADI DA SILVA et al., 2006). Para este fim, o
polimero deve apresentar estabilidade em salinidade elevada, alta solubilidade em
agua (aumentando substancialmente a sua viscosidade, e conduzindo a uma
eficiéncia de varredura mais uniforme), e alta estabilidade térmica (CANTER, 1982);

propriedades apresentadas pela pululana.
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Com este fim, alguns polimeros sintéticos tém sido empregados como também
biopolimeros, em particular a goma xantana. Este biopolimero tem sido o mais
utilizado pela industria petrolifera por suas qualidades, embora seu preco (R$ 40,00 a
60,00/kg) seja consideravel em face da quantidade a ser empregada, o fato de ser
anibnica e sua viscosidade aumentar com a presenca de ions (NAVARRETE et al.,
2001 apud LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009).

Muitas vezes, para se obter uma maior gama de aplicacao satisfatoria, alguns
polimeros sdo usados em combinacdo com outros. A sinergia entre polimeros é de
grande interesse comercial, pois além de possibilitar novas funcionalidades, pode
reduzir a quantidade de polimeros usados, reduzindo os custos (KATZBAUER, 1998)

3.3.1.6. Técnicas analiticas

A pululana pode ser usada como referéncia para calibragéo de substancias de
massas molares de baixa dispersdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE
ou, em inglés, HPLC, high pressure liquid chromatography) (SUTHERLAND, 1998;
CANILHA et al., 2006).

3.3.1.7. Derivados semissintéticos de pululana

Na Tabela 3 foram listados exemplos de derivados de pululana e respectivas
aplicacdes. No entanto, para uma maior abrangéncia das novas pululanas, cabe a
leitura das publicacdes de Cheng, Demirci e Catchmark (2011) e de Kumar e
colaboradores (2012).

3.4. Micro-organismos produtores de pululana

A pululana é principalmente produzida pela espécie fangica Aureobasidium
pullulans, originalmente denominada Pullularia pullulans (LEATHERS, 2003). Porém,
a producéo de pululana néo se restringe a esta Unica espécie. Outros fungos ja foram

descritos como produtores de pululana (Tabela 4).
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Tabela 3. Alguns exemplos de derivados de pululana e respectivas aplicagoes

Derivados de Pululana (P) Aplicagbes atuais/potenciais Referéncias

Liberacdo de farmacos MAYER et al.
P carboximetilada (prolongar acéo e reduzir a (1990); BRUNEEL,;
toxicidade) SCHACHT (1993)
Gel Carboxymethyl P Curativo antibacteriano Ll etal., 2011
: - . Agentes MOCANU et al.
Adenina-, Timina-, pireno- P tensioativos/espessantes (1995)
NPcaps ® capsulas Cépsulas de medicamentos (Kllsl;/lgc;;l'o etal
P anionicamente SHINGEL;

Substituto do plasma sanguineo

modificada PETROV (2002)

Modelagem da biogénese da KAYA et al. (2009)

parede celular

Proliferacao celular e formacéo BAE et al. (2011)
de aglomerados celulares

Conjugado P-heparina Engenharia celular/tecidual NA et al. (2003)

Cinamatos de P

Gel metacrilato de P

Fonte: CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011; KUMAR et al. (2012).

Tabela 4. Fontes fungicas de pululana

Micro-organismo Referéncias

BAUER (1938); COOKE (1959); LEATHERS
(2003), SUGUMARAN et al. (2013)

Tremella mesenterica FRASER; JENNINGS (1971)
Cytariaharioti; C. darwinii WAKSMAN et al. (1977); OLIVA et al. (1986)

CORSARO et al. (1998); FORABOSCO et al.
(2006); DELBEN et al. (2006)

Aureobasidium pullulans

Cryphonectriaparasitica

Teloschistes flavicans REIS et al. (2002)

Rhodotorula bacarum CHI; ZHAO (2003)

Phaeomoniella chlamydospora; SPARAPANO; GRANITI (2000) apud
P. aleophilum FORABOSCO et al. (2006)

Fonte: adaptado de SINGH; SAINI; KENNEDY (2008); CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK,
(2011).

3.4.1. Aureobasidium pullulans

A espécie fungica Aureobasidium pullulans foi primeiramente isolada por
Arnaud em 1918 (PRASONGSUK et al., 2005; FORABOSCO et al., 2006). Existem
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trés variantes fisiologicos deste ascomiceto da ordem Dothideales: Aureobasidium
pullulans var. pullulans, var. aubasidani e var. melanogenum. Em geral, as duas
primeiras, se diferenciam pelas caracteristicas moleculares e estruturais dos
exopolissacarideos por elas elaborados, pululana e aubasidana, respectivamente
(SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008; CHI et al., 2009). Ambos sdo homopolissacarideos,
mas a pululana apresenta as unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-
(1—4) e a-(1—6), enquanto que na aubasidana as ligacbes sao B-(1—3), B-(1—6) e
a-(1—4) (YURLOVA; HOOG, 1997; SUVOROVA et al.,, 2001; SIBIKINA; IOZEP;
PASSET, 2004; CHI et al., 2009). A. pullulans var. melanogenum difere das demais
pela aparéncia verde escuro a preto das col6nias jovens, com hifas de paredes
espessas escuras, que muitas vezes se desintegram em células separadas. Esta
variedade é relatada como um fungo derméaceo, que raramente causa infeccbes
oportunistas (MERSHON-SHIER et al., 2011). Em particular, para esta variedade, ndo
consta referéncia quanto a sua capacidade de produzir polissacarideo na literatura
consultada, sendo que a maioria dos estudos relacionados a producédo de pululana
empregam A. pullulans var. pullulans. Porém vale ressaltar que ndo sdo todas as
linhagens produtoras de pululana, embora o sejam a maioria delas (UEDA, et al, 1963;
AUGUSTIN; KUNIAK; HUDECOVA, 1997; LEATHERS et al., 1988).

A. pullulans é um fungo ubiquo, podendo ser isolado de solos (inclusive da
Antartica), aguas, plantas, madeiras, rochas, monumentos e calcario (HAWKES et al.,
2005; PRASONGSUK et al., 2005). Inclusive, existem relatos do seu isolamento de
lentes oOpticas, cozinhas, banheiros e de areas em fabricas de papel, além de ja ter
sido associado a danos em pinturas de interiores (GAUR et al., 2010; WEBB et al.,
2000; HORNER; WORTHAN; MOREY, 2004; SINGH, SAINI E KENNEDY, 2008; CHI
et al., 2009). De fato, podem ser encontrados onde houver disponibilidade de matéria
organica uma vez que sdo seres quimioheterotréficos saprofitos, isto €, obtém os
nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento a partir de tecidos de plantas ou
animais mortos ou em decomposi¢cédo (HAWKES et al., 2005; PRASONGSUK et al.,
2005).

E um fungo polimérfico com um ciclo de vida que envolve formas unicelular e

filamentosa, e formacdo de blastosporos e clamidosporos (ROUKAS, 1999;
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CAMPBELL et al., 2004). Na Figura 2 sao ilustradas as diferentes morfologias

apresentadas por A. pullulans.

Como pode ser visualizado, principalmente pela observacéo das imagens A, E
e F da Figura 2, A. pullulans pode apresentar coloracdo escura, o que € devida a
sintese de pigmento (melanina) na parede celular. No entanto, algumas linhagens
apresentam pigmentacdes variadas, como vermelha, amarela, cor-de-rosa e roxa, ou
até mesmo, sejam desprovidas de coloracdo (Figura 3) (HAWKES et al., 2005;
PRASONGSUK et al., 2007; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008).

Fontes: SEVIOUR et al. (1992); PUNNAPAYAK et al. (2003).

Figura 2. Aspectos morfolégicos de Aureobasidium pullulans [A- colénia, B- corpo de
frutificacdo, C- hifa escura com clamidosporo na extremidade, D- células unicelulares em
gemulacdo, E- artroconidio negro, F- blastoconidios, G- hifas e blastoconidios (1860 x), H-
hifas septadas e blastosporos e |- pseudohifas].

Além da pululana, principal produto de valor agregado, este micro-organismo

apresenta a capacidade de produzir outros bioprodutos de interesse biotecnoldgico
(SUH; YUN; KIM, 1998; PRASONGSUK et al., 2007; SINGH, SAINI; KENNEDY, 2008;
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CHI et al., 2009), como: enzimas (amilase, celulase, lipase, protease alcalina, xilanes,
B-frutofuranosidase e manase) de grande importancia para as industrias de alimentos,
téxteis, de papel, de detergentes, entre outras; proteina unicelular para alimentagcéo
humana e animal e fonte proteica para a producdo de peptideos bioativos; biomassa
para biocontrole de micro-organismos indesejaveis nas cascas de frutas, em graos e
em hortalicas; e sideréforo para emprego nas areas médica, de recuperacao de metais

e biorremediacéo de ecossistemas poluidos.

Fonte: MANITCHOTPISIT et al. (2009).

Figura 3. Morfologia colonial de linhagens de Aureobasidium pullulans com crescimento de
168 h em agar extrato de malte. [A- hifas verde oliva no centro e hifas brancas, linhagem
CU45. B- hifas brancas com pigmento escuro vinaceo; linhagem CU6; C- hifas brancas com
pigmento amarelo, linhagem CU13. D- hifas brancas com pigmento rosa, linhagem DOUG; E
— |- colbnias de linhagem CU9, CU 8, CU 38, NRRLY-12974 e CU 15, respectivamente.]
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Linhagens produtoras de pululana possuem ainda a capacidade de
biorremediacdo ambiental, uma vez que sé&o capazes de remover metais pesados
devido a sua natureza adesiva (CHENG; DEMIRCI; CATCHAMARK, 2011). Breierova
e colaboradores (2002) relataram que A. pullulans podem remover ions de metais
pesados de solu¢des aquosas. Radulovic e colaboradores (2008) expuseram que,
durante o crescimento de A. pullulans CH-1 em acido hidrolisado de turfa, o teor de

Cu, Fe, Zn, Mn, Pb, Cd, Ni e Cr diminuiram como resultado producédo da pululana.

3.5. Producéao de pululana

Apesar das inUmeras aplicacfes anteriormente descritas para a pululana, a sua
comercializacdo ainda é relativamente baixa, sendo o custo de producédo ainda o
principal entrave. O preco atual da pululana comercial referéncia (de alta pureza) da
marca Sigma-Aldrich, produzida por Aureobasidium pullulans, ¢é de,
aproximadamente, R$ 150,00/g, enquanto que a goma xantana comercial referéncia
(de alta pureza) da mesma marca, obtida a partir do cultivo da bactéria Xanthomonas
campestris, custa em torno de R$ 3,00/grama. Segundo Lin, Zhang e Thibault (2007),
o alto custo da pululana se deve principalmente ao baixo rendimento do produto, a
elevada viscosidade do meio e a degradacédo do polimero que as vezes ocorre durante
o processo fermentativo. Logo, para garantir a comercializacdo do biopolimero
pululana ha necessidade de que sejam adotadas estratégias que permitam reduzir o
seu custo final (KACHHAWA; BHATTACHARJEE; SINGHAL, 2003; LEATHERS,
2003; ZHAO; CHI, 2003; SHINGEL, 2004, BAE et al. 2011; Ll et al., 2011).

Outro problema é a coproducdo de melanina, frequente durante a producao
fungica da pululana. Além da sintese de melanina resultar em redugdo de goma
produzida, tem-se principalmente, a separacdo dos componentes sélidos é realizada
por centrifugacdo, entretanto a fase liquida contém pululana e, ainda, o pigmento
melanina, o que gera uma coloragdo escura do mosto. A coprodugdo da melanina
corrobora também com o aumento do custo final da pululana devido a necessidade
de meétodos para extracdo deste pigmento (KACHHAWA; BHATTACHARJEE;
SINGHAL, 2003; PRASONGSUK et al., 2005).
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3.6. Parametros que influenciam a producéo de pululana por Aureobasidium

pullulans

Como anteriormente mencionado, além da pululana ndo ser o unico
polissacarideo produzido por A. pullulans, a sua biossintese esta atrelada a linhagem
e as condic¢des de cultivo (SEVIOUR et al., 1992; CORRADI DA SILVA et al., 2006).
Existem varias publicacfes sobre o assunto, demonstrando a influéncia de diferentes
parametros — morfologia do fungo; idade da cultura; natureza e concentracdo e das
fontes de carbono (C) e nitrogénio (N); razdo C/N; pH; temperatura; aeracao e
agitacao — no rendimento e produtividade do processo e na massa molar da pululana
produzida (SIMON et al., 1998; YOUSSEF; ROUKAS; BILIADERIS, 1999; KIM et al.,
2000; SHINGEL, 2004).

3.6.1. Morfologia do micro-organismo

Conforme descrito anteriormente, A. pullulans é um fungo polimérfico, que
abrange formas unicelular e filamentosa. Quando seu crescimento se apresenta na
forma de micélios (filamentos) e o cultivo é submetido a agitacdo, pode haver o
emaranhamento das hifas, formando esferas (pellets) (SANTOS, 2008). Segundo
Campbell e colaboradores (2004) é dificil alcancar altos rendimentos do
exopolissacarideo em condi¢des de cultivo que propiciem predominantemente a forma
de crescimento micelial do fungo, mesmo que a pululana seja o Unico ou o principal
polissacarideo sintetizado. De acordo com varios autores, a sintese da pululana
depende do desenvolvimento unicelular do micro-organismo (SIMON, CAYE-
VAUGIEN; BOUCHONNEAU, 1993; ROUKAS, 1999; CAMPBELL et al., 2004).

3.6.2. Fonte de carbono

Aureobasidium pullulans, assim como as outras espécies fungicas, é capaz de
metabolizar uma grande variedade de fontes de carbono, simples e complexas. No
entanto, a producgédo de pululana por esta espécie microbiana parece depender do tipo
de fonte de carbono e da concentracdo usada. Em geral, se a fonte de carbono pode
ser metabolizada pelo fungo, ela também pode promover a producédo de EPS, mas
nem sempre da mesma forma (SEVIOUR et al.,, 1992). Por exemplo, em meios

contendo maltose como fonte de carbono, foi observado que o fungo cresce
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intensamente, porém, a producdo de pululana é relativamente baixa. Entretanto,
comparativamente, maiores propor¢des deste biopolimero sdo produzidas quando o

cultivo ocorre em meios contendo frutose, glicose ou sacarose (SHINGEL, 2004).

Varias sao as fontes de carbono ja estudadas para a producédo de pululana,
incluindo: polpa de uva (ISRAILIDES et al., 1977); hidrolisado de turfa (BOA; LEDUY,
1984, 1987), vinhoto da producado de bioetanol (LEATHERS; GUPTA, 1994), melaco
de beterraba (ISRAILIDES et al.,, 1994; ROUKAS; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES,
1999; GOKSUNGUR; UCAN; GUVENC, 2004), vagem de alfarroba (ROUKAS;
BILIADERIS, 1995), 6leo de soja (SHABTAI; MUKMENEYV, 1995); hidrolisado de
amido de batata (SHABTAI, MUKMENEV, 1995; BARNETT et al., 1999;
GOKSUNGUR; UZUNOGULLARI; DAGBAGLI, 2011), acucar mascavo
(VIJAYENDRA et al., 2001), p6 de semente de jaca (SHARMILA et al., 2013), amido
de mandioca, farelos de trigo e de arroz (RAY; MOORTHY, 2007), xarope de milho e
suco de caju (THIRUMAVALAVAN; MANIKKANDAN; DHANASEKAR, 2008), batata
doce (SHENGJUN et al., 2009), acucar cristal (OLIVEIRA, 2010); residuos da extracao
de Oleo de oliva (YOUSSEF; BILIADERIS; ROUKAS, 1998); entre outros. O numero
de estudos relacionados ao tema, envolvendo diferentes grupos de pesquisadores,
ratifica a importancia do desenvolvimento de tecnologia para a producéo industrial de

pululana.

Em escala industrial, a producédo de pululana se da pela fermentacéo de amido
hidrolisado com linhagem de A. pullulans ndo modificada geneticamente. Contudo, 0
nosso pais dispbe de outras matérias-primas, relativamente baratas, de boa
disponibilidade, e diretamente fermentaveis. A seguir, uma breve descricdo da
matéria-prima empregada no presente estudo como principal fonte de carbono.

Acucar Cristal

A producdo de aclcar, um carboidrato natural constituido de cristais de
sacarose, a partir do caldo da cana-de-acucar, € o principal mercado do setor
sucroalcooleiro nacional. Em 2009, foram produzidas pouco mais de 31 milhdes de
toneladas, sendo o consumo interno equivalente a 37% da oferta (MACHADO, 2012).
O acucar em forma cristalina produzido sem refino é muito utilizado na inddstria

alimenticia para confec¢cdo de bebidas, biscoitos e confeitos, dentre outros. O
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excedente produzido e ndo consumido na economia doméstica encontra um mercado

global estabelecido e disposto a adquirir a producéo brasileira.

Para producéo do acucar, o caldo € primeiramente clarificado, pela adicdo de
leite de cal em forma continua ou intermitente até o pH atingir 7,2 a 8,2. A seguir, 0
caldo clarificado é concentrado em evaporadores de multiplo estagio até adquirir a
consisténcia de xarope. A etapa de evaporacdo, geralmente, reduz a concentracao
original de agua no caldo de 80% para 40%, resultando na formacdo de um xarope
grosso e amarelado. O xarope segue entdo para os cozedores, onde recebe outra
carga de vapor, estabelecendo-se a fase da concentracdo, quando o xarope é levado
até a supersaturacdo e comecam a se formar os cristais de acucar que apés
crescerem em tamanho e aumentado o volume da massa cozida é descarregado nos
cristalizadores, onde se completa a cristalizacdo do acucar (HAMERSKI, 2009;
MACHADO, 2012; MACEDO, 2013).

Uma vez completada a cristalizacdo, a massa cozida € entdo centrifugada, para
separar os cristais de agucar do mel que os envolve. Os cristais obtidos sdo de acgucar
demerara de boa qualidade e o xarope obtido € reciclado para os cristalizadores. O
mel final, mel exausto, mel residual ou melaco é portanto o subproduto resultante de
massas cozidas que ja foi pelo menos reciclada duas vezes. O melaco pode ser
utilizado para racéo de gado e como matéria-prima para diferentes tipos de processos
fermentativos (HAMERSKI, 2009; MACHADO, 2012; MACEDO, 2013).

No Brasil, o acucar cristal jA& vem sendo utilizado como matéria-prima por
diferentes empresas para produgcdo microbiana de produtos de alto valor agregado,
como por exemplo, acido latico e &cido citrico (PENNA, 2001).

3.6.3. Fonte de nitrogénio

Outro fator nutricional de importancia para a producéo efetiva de pululana é a
fonte de nitrogénio, uma vez que esta afeta, o crescimento, as atividades metabdlicas
do micro-organismo, inclusive sua morfologia (THIRUMAVALAVAN; MANIKKADAN;
DHANASEKAR, 2009; JIANG; WU; KIM; 2011). Segundo Jiang, Wu e Kim (2011), a

biomassa celular unicelular aumenta com o acréscimo do nivel de nitrogénio.
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A maioria dos trabalhos utiliza como fonte de nitrogénio inorganico o sulfato de
amonio, nitrato de sddio, nitrito de sodio, nitrato de potassio e nitrato de aménio e,
como fontes organicas, o extrato de levedura, hidrolisado de caseina, peptona,
glutamato, L-asparagina e succinato de amonio (AUER; SEVIOUR, 1990; KIM et al.
2000; BARBOSA et al., 2004).

Em 2012, Choudhury, Bhattacharyya e Prasad avaliaram o efeito de duas
fontes de nitrogénio complexas (extrato de levedura e peptona) na elaboracdo de
pululana com glicose como fonte de carbono e observaram que existe uma
significativa influéncia do extrato de levedura na producdo deste biopolimero.
Segundo os autores, isso pode estar associado ao fato de que o extrato de levedura
€ rico em potassio, calcio, ferro e magnésio, se comparado a outras fontes complexas
de nitrogénio, como a peptona. Entretanto, o uso de extrato de levedura pode vir a
aumentar o custo do produto final, uma vez que esta fonte tem um alto valor
(THIRUMAVALAVAN; MANIKKADAN; DHANASEKAR, 2009; YU et al., 2012; XIA;
WU; PAN, 2012; WU; CHEN; PAN, 2012; SUGUMARAN et al., 2013).

N&o s6 o tipo de fonte de nitrogénio se faz importante, sua concentracao
também. Em geral, tem sido descrito que os polissacarideos microbianos sdo
produzidos em condi¢des limitantes de nitrogénio, ou seja, altos teores de nitrogénio
no meio de cultivo reprimem a formacéo de EPS (SEVIOUR et al., 1992; CHI; ZHAO,
2003). Ainda, segundo Orr, colaboradores (2009), Cheng e colaboradores (2011), o
suprimento de nitrogéno, acima do necessario, pode vir a contribuir para o acamulo

de biomassa, mas nao de polissacarideo.

Oliveira (2010) estudou a producdo de pululana por duas linhagens de A.
pullulans (IOC 3467 e IOC 3011) utilizando como principal fonte de carbono e energia
0 acucar cristal (30 g/L). Neste trabalho, cinco diferentes fontes de nitrogénio (sulfato
de amonio, nitrato de sodio, nitrato de amonio, ureia e levedura residual cervejeira)
em diferentes relagbes carbono/nitrogénio (C/N 5, 25, 50 e 150) foram avaliadas.
Segundo o autor, para a linhagem IOC 3467, a reducao da concentragao inicial de
sulfato de amonia quase néo teve influéncia na biomassa final, enquanto que permitiu
o aumento de biopolimero recuperado. Ja para a linhagem I0C 3011, a reducédo de
concentracdo com a mesma fonte de nitrogénio, resultou na reducdo de biomassa e

do biopolimero recuperado. Por outro lado, para ambas linhagens, a reducdo da
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concentracéo inicial de levedura residual de cervejaria ndo propiciou aumento de
biomassa, mas colaborou com o aumento de biopolimero recuperado. Portanto, a

fonte e concentracdo de nitrogénio tém influéncia na biomassa e biopolimero finais.

O tipo de fonte de nitrogénio e sua concentracdo também tém influéncia na
massa molar da pululana. Wiley e colaboradores, em 1993, utilizando como fonte de
carbono sacarose, estabeleceram que, para a linhagem de A. pullulans NRRL-Y 6220,
uma combinacdo de 0,1% de peptona e 0,76 mM/L de sulfato de aménio gera maior
massa molar (2940 K) dentre as combinacdes estudadas, entretanto rendimento de
apenas 0,005 g/g. Por outro lado, o uso de apenas ureia (50 mM/L) e uma mistura de
ureia com sulfato de amoénio (10,6 mM/L) resulta em valores de massa molar
relativamente altos (porém menores do que o anterior) e rendimentos entre 0,01 e
0,011 g/g.

Existe uma quantidade muito grande de subprodutos e residuos de
agroindustrias que podem ser usados em bioprocessos (YAMADA et al., 2003). Por
exemplo, a levedura residual, subproduto das industrias de etanol, é relativamente
barata e de facil obtencdo em diversas regides do pais, o que possibilita seu emprego
como fonte nutricional, especialmente de nitrogénio, em bioprocessos industriais
(YAMADA et al., 2003).

A cerveja nacional é produzida por fermentacéo alcodlica utilizando linhagens
de Saccharomyces uvarum. Neste processo, ao término da fermentacao, as células
sao reaproveitadas para inoculacdo de novo mosto. Normalmente, a reutilizacdo das
células ocorre por trés a cinco ciclos, a depender da rentabilidade do processo
fermentativo, que é consequéncia da reducdo da viabilidade celular e da ocorréncia
de contaminacdo (PINHEIRO-ROBERG, 2000). Ainda, ocorre crescimento celular

durante o processo fermentativo, o que gera excedentes de células de levedura.

Quando o rendimento ndo apresenta mais niveis satisfatorios, as células séo
descartadas e passam a usar como indculo um novo lote de biomassa recém

propagada.

Destaca-se que a cada litro de cerveja produzida, acumulam-se 2,8 litros de
biomassa. Assim, considerando uma producéo industrial média de 700 mil hectolitros
mensais, pode-se dimensionar o problema enfrentado pela industria para descartar

esse rejeito segundo as regras estabelecidas pela legislagéo.
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Essa biomassa, rica em nutrientes, pode ser comercializada como racgéo
animal, como fonte de proteinas e outros nutrientes. Na alimentacdo humana séo
utilizadas principalmente na forma de derivados, como complemento nutritivo,

aromatizante e para realgar o sabor (YAMADA et al., 2003).

Para tanto, deve ser primeiramente concentrada de modo a facilitar seu
transporte. Entretanto, o processo para secagem representa um custo adicional. A
saber, para evitar qualquer 6nus, a companhia cervejeira deveria comercializar o
rejeito a pelo menos R$ 0,50 a tonelada (PINHEIRO-ROBERG, 2000). Por outro lado,
nem sempre a procura atende a quantidade de rejeito gerado, o que acarreta em
grande acumulo. Logo, devido ao seu alto valor nutritivo, principalmente em proteinas
(30% a 70%) e vitaminas do complexo B (B1, B2, B6, acido pantoténico, niacina, acido
félico e biotina) e sais minerais, sendo 0os micro e macro elementos, particularmente
selénio e fibra dietética (YAMADA et al., 2003), essa biomassa residual cervejeira é
uma matéria-prima que apresenta 0s requisitos necessarios para o cultivo de micro-

organismos.
3.6.4. pH

Um outro parametro que influencia a producédo de pululana € o pH. A sua
variacdo provoca mudancas na morfologia celular, o que, por sua vez, pode alterar o
metabolismo (ROUKAS, 1999; YOUSSEF; ROUKAS; BILIADERIS, 1999; CAMPBELL
et al., 2004; SHINGEL, 2004).

O pH 6timo para a producédo de pululana varia entre 5,5 a 7,5, enquanto que
para o crescimento celular, a faixa ideal se situa entre 2,0 a 4,5 (VIJAYENDRA,;
BANSAL; PRASAD, 2001; SHINGEL, 2004). A discrepancia nos valores 6timos de pH
para a sintese de pululana e o crescimento celular confirma néo haver inter-relacao

entre estes dois processos metabdlicos.
3.6.5. Temperatura

A temperatura de fermentacdo é um dos fatores mais importantes para a
producdo da pululana, segundo Chi e Zhao (2003). Estes autores mostraram que a
forma unicelular da linhagem A. pullulans Y68 produziu maior quantidade de pululana

na temperatura de 28°C. Em temperaturas superiores a 28°C, o rendimento do
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processo fermentativo decaiu rapidamente com o0 aumento da temperatura.
Entretanto, Roukas e Biliaderis (1995) observaram que a producao de pululana por A.
pullulans P56 foi méxima na temperatura de 20°C. Estes resultados sugerem que a
temperatura Otima para a producdo da pululana é dependente da linhagem
empregada (CHI; ZHAO, 2003).

3.6.6. Aeracao, agitacao e oxigénio dissolvido

A. pullulans é um micro-organismo aerdbio, portanto, para 0 seu crescimento e
para a producao de pululana sado necessarias condi¢des de aerobiose (SINGH; SAINI;
KENNEDY, 2008; GAIDHANI; MCNEIL; NI, 2005). No entanto, as vazfGes de ar
empregadas na producdo do EPS variam significativamente, sendo necessario
estabelecer a concentragcdo de oxigénio dissolvido mais apropriada para cada
linhagem microbiana. Segundo Barbosa e colaboradores (2004), dependendo da
linhagem, a aeracdo pode ndo afetar a producdo microbiana do EPS, ou pode

aumentar ou mesmo diminui-la.

No decorrer da producéo de pululana, o processo de mistura e transferéncia de
oxigénio torna-se mais dificil, devido ao aumento da viscosidade do mosto. Isso
porque, no final da fase exponencial, 0 meio de cultura torna-se viscoso e exibe um
comportamento ndo newtoniano (pseudoplastico), o qual limita a difusdo do oxigénio
e nutriente, o momento de transferéncia de calor (RHO et al., 1988; MCNEIL;
HARVEY, 1993 apud GAIDHANI; MCNEIL; NI,2005), o que pode conduzir a zonas de
estagnacdo (RAU et al.,, 1992 apud GAIDHANI; MCNEIL; NI, 2005). Isso permite
concluir que o processo de controle influencia profundamente o rendimento de
pululana, sua produtividade e qualidade (distribuicdo de massa molar, especialmente)
(BOUVENG et al., 1963; CATLEY, 1971; BERMENJO et al., 1981; BOA; LEDUY, 1984
apud GAIDHANI; MCNEIL; NI, 2005).

A agitacdo tem como funcdo uma melhor mistura do meio de fermentacéo,
ajudando a manter um gradiente de concentracdo entre o interior e 0 exterior das
células.Tal gradiente funciona em ambas direcOes, através de uma melhor difuséo
que ajuda a manter um fornecimento satisfatorio de agucares e outros nutrientes para
as ceélulas, enquanto facilita a remocao de gases e outros subprodutos do catabolismo

nas células.
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A agitacdo também esté diretamente relacionada com a oferta de oxigénio para
as células, quer por aumentar a area de contato oxigénio/meio quer por manter por
mais tempo 0 gas no meio reacional. McNeil e Kristiansen (1987) e Moscovici e
colaboradores (1996) relataram que a concentracdo de pululana aumentou com o
aumento da velocidade de agitacédo. Similarmente, Lazaridou e colaboradores (2002)
obtiveram um aumento significativo na concentracdo de polissacarideo com o
aumento da velocidade de agitacéo, variando de 34 a 49 g/L de EPS, nas agitacdes
de 300 e 700 rpm, respectivamente. Para a maxima producéo, o consumo de substrato
foi de 98%. Os resultados mostram que a concentracdo de pululana esta diretamente
relacionada a disponibilidade de oxigénio.

Por outro lado, quando Aureobasidium pullulans foi cultivado em diferentes
velocidades de agitacdo, foi notada uma reducdo drastica do rendimento de
exopolissacarideo para valores de 750 rpm ou maiores (Lazaridou et al., 2002b). Os
autores atribuiram tal fato aos elevados niveis de O2. Segundo eles, a producédo de
polissacarideo a 1000 rpm nédo seria comprometida desde que a pressao parcial de

O2 fosse mantida baixa durante a fase inicial da fermentagéo.

Em 1996, Gibbs e Sevior avaliaram a influéncia das taxas de agitacdo e/ou a
saturacédo de oxigénio na producéo de exopolissacarideo por Aureobasidium pullulans
ATTC 9348 e observaram que ocorreu uma reducao da produg¢do com o aumento das
taxas de agitacdo. Gibbs e Seviour (1996), estudando a producéao de pululana pela
mesma linhagem em fermentador, demonstraram que altos niveis de oxigénio

dissolvido interferem negativamente na producado de pululana.

Gaidhani, McNeil e Ni (2005) avaliaram a produgéo de pululana por A. pullulans
IMI 145194 utilizando 4 taxas de aeracéo (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 vvm) e observaram que,
guando utilizaram 1,0 vvm, obtiveram maiores valores de pululana (16 g/L), enquanto
gue as outras taxas produziram valores inferiores a 14 g/L. Por outro lado, a taxa de
crescimento também foi inferior nessa condicdo. Segundo os autores, duas
explicagBes podem ser dadas para tal acontecimento: (i) - as células consumiram mais
sacarose no meio no qual houve um aumento nas taxas de fluxo de ar através da
respiragcdo aumentada, o que conduziria a uma reducéo da sacarose disponivel para

a sintese de pululana, portanto, ha diminuicdo de pululana com o aumento das taxas
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de arejamento (SUTHERLAND, 1977; 1982; LEE et al., 2001), e (ii) - a limitacdo de
oxigénio € um fator de estimulo para a producao de polissacarideo (RAU et al., 1992),
isto pode explicar porque a producéo de pululana é mais alta a 1 vvm, em comparacao

comaque estaem1,5e 2 vvm.

A Tabela 5 apresenta a producdo de pululana para diferentes valores de

agitacao e aeracao.

Tabela 5. Producdo de pululana para diferentes valores de agitacdo e aeracao

Ag. Aer. PO, (% Fonte Fonte Producéo

Linhagem (rpm) (vwwm) saturacao) de C de N (g/L) Ref.
125 0 11,11
250 12,8 11,27
Gibbs;
ATCC 500 79,9 _ 7,43 ,
0,04 Glicose  (NH4)2SO4 Seviour,
9348 750 87,7 4,57
1996
1000 82,3 5,64
1250 95,5 5,61
0,5 - 14
Gaidhani;
IMI 1 - 16 .
120 Sacarose  (NH4)2SO4 McNeil;
145194 1,5 - 14 _
Ni, 2005
2 - 12
300 - 34 )
Melago de Lazaridou,
P56 500 0,04 - (NH4)2S04 4
beterraba 2002
700 - 49

Ag.- Agitacdo; Aer.- Aeracdo; PO,- Presséo de Oxigénio; C- Carbono; N- Nitrogénio;
Ref.- Referéncias

3.6.7. Microelementos

A adicdo de determinados microelementos ao meio de cultura é fundamental
para a biossintese de macromoléculas essenciais, como enzimas, vitaminas,
proteinas, nucleotideos, entre outras, necessarias para a funcédo das células. De
acordo com Barbosa e colaboradores (2004), os microelementos mais utilizados para
a producédo de EPS por fungos sdo: K2HPO4, KCI, MgSOa4, FeSO4, NaCl, NazHPOa,
KH2PO4 e MnSOa. Esses sais inorganicos sdo assimilados em quantidades pequenas
pelas células fungicas, enquanto quantidades elevadas podem causar a inibicdo do

crescimento.
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Segundo Hui e Khachatourians (1995), a presenca de elementos tragos como
ferro, zinco, manganés, cobre, calcio, molibdénio, cobalto, borato, iodo influenciam no
crescimento, morfologia e producdo do biopolimero por A. pullulans ATCC 3096.

Enquanto que o rendimento de biomassa € influenciado por ions de ferro.

3.6.8. Producéao de pululana: Levantamento bibliografico

Alguns dados publicados referentes a producéo de pululana foram compilados
no Quadro 3. Analisando os dados, pode-se inferir que o valor maximo de pululana
(66,8 g/L) foi obtido a partir do cultivo da linhagem de A. pullulans osmotolerante RBF-
4A3 em 50 g/L de glicose em frascos agitados (CHOUDHURY; SALUJA; PRASAD,
2011). No entanto, dependendo da linhagem e das condi¢cdes operacionais a
guantidade de pululana variou de 9,9 a 29,4 g/L em frascos agitados e de 7,2 a 52,5
g/L em biorreator. Em geral, o tempo de producéo varia de 72 a 96 h. Ressalta-se a
influéncia do in6culo no tempo de processo, visto que concentragcBes maiores de
células podem repercutir em reducao do tempo e, consequentemente, em maiores

produtividades.
3.4 1. Cogeracao de melanina

A melanina € um polimero multifuncional, de elevada massa molar, produzida
por varias espécies de fungos e de bactérias, inclusive plantas e animais (WHEELER,
1986; WHEELER; BELL, 1988; BELL; LANGFELDER et al, 2003). A biossintese
microbiana da melanina, se da a partir da polimerizacdo oxidativa de compostos
fendlicos e inddlicos, sob a acdo das enzimas fenoloxidases, em geral, em meios
contendo nitrato como fonte de nitrogénio (VIDAL-CROS et al., 1994; WHEELER,;
BELL, 1988; LANGFELDER et al., 2003).

O crescimento e desenvolvimento fangico ndo depende da sintese deste
pigmento. Contudo, a melanina pode aumentar a chance de sobrevivéncia do fungo
produtor e competitividade em determinados ambientes (FOGARTY; TOBIN, 1996;
JACOBSON, 2000; NOBRE et al., 2004). Para a maioria dos micro-organismos
produtores de melanina, a sintese foi relacionada ao estresse ambiental. Em principio,

a melanina, que é extremamente resistente a uma ampla variedade de agentes fisico-
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quimicos, confere aos seres que a produzem resisténcia contra irradiagao ultravioleta,
ondas de radio, exposicdo a metais pesados, dessecacdo, temperaturas extremas,
condi¢cBes hiperosmaoticas, limitacdo nutricional, choque osmdtico, variacbes de pH,
acao de patogenos e do sistema de defesa do hospedeiro (BELL; WHEELER, 1986;
TSAIl et al., 1998; DOERING et al., 1999; JACOBSON, 2000; LOGUERCIO-LEITE et
al., 2006; GONCALVES; ALEXANDER, 2005 apud ZHENG et al., 2008). Em fungos,
a melanina parece também estar associada a resisténcia ao ataque microbiano. Em
solos, esporos ou hifas hialinas sdo rapidamente mortos e lisados, enquanto que
células melanizadas podem sobreviver varios anos (LINDERMAN; TOUSSOUN,
1966; WHEELER, 1986; LOCKWOOQOD, 1960; LUTHER; LIPKE, 1980; SUSSMAN,
1968 apud BELL; WHEELER, 1986). Por isso, provavelmente, a maior parte da
biomassa fungica em solo se encontra melanizada (HURST; WAGNER, 1969 apud
BELL; WHEELER, 1986).

Outro papel da melanina, e possivelmente o mais importante, estd em proteger
as células contra enzimas hidroliticas. A maioria dos antagonistas que causam lise
das células fungicas também produzem B-(1—3) quitinase e B-(1—6) glucanase
(BLOOMFIELD; ALEXANDER, 1967 apud BELL; WHEELER, 1986; JACKSON; GAY,
1976 apud BELL; WHEELER, 1986; KUO; ALEXANDER, 1967 apud BELL;
WHEELER, 1986).
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Quadro 3. Producéao de pululana por diferentes linhagens de A. pullulans e condi¢des fermentativas

. . < Ag. Substrato o Massa de T
Linhagem Pig. Operacéo (rpm) (/L) Fonte de N (g/L) t(h) | TCC)| pH | Yes BP (g/L) Referéncias
Sulfato de
Ap-3 Negra ) amonio (0,7) ) 28,2 Ghiewosz;
B-1 150 Sulfato de 96 28 6,0 Duszkiewicz-
(mutante da Branca - P - 27,6 Reinhard (2007).
amoénio (0,7)
A.p.-3)
Glicose
(50) - 12,3
Sacarose ) 21 2
AP329 - 200 (50) - 96 28 6,5 ' Wu et al. (2009)
Hidrolisado
de batata- - 29,4
doce (50)
RBF-3B2 Creme Frasco 0.2 1 149
Erlenmeyer 9
RBF-4A3 0,5
osmotolerante Creme 3 26,4
RBF-8B1 Crome G'('gg)se o 89 | Choudhury;
Creme 200 - 96 28 6,0 0.2 Saluja; Prasad
RBF-17A2 i 10,6 (2011)
rosado 1
RBF-17BR13 | CreMme 0.1 9,9
rosado 9
RBF-4A3 . Glicose (150) . 66,8
osmotolerante
Sacarose Sulfato de
CJoo1 - 200 (50) amonio (1,0) 96 22 50 31.4 Wu et al. (2012)
- 52,5
- 40,5
Biorreator Glicose (150) - 38,8 e
Y68 - (STR) 300 aﬁ‘g;?éo(g%) 72 28 | 70 [ - 25.5 \?vl;% (ng'(')s)
(batelada) ' - 23,3
Xilose
(80) - 15,7
Mutante . -
h Biorreator Sacarose Sulfato de 90, Cheng; Demirci;
ATCC 201253 é%?zﬁ)é% (continuo) 200 (150) amonio (0,9) i 30 50 3 75 Catchmark (2011)
. Frasco Sacarose Sulfato de Wu; Chen; Pan
cjoo1 i Erlenmeyer 200 (50) aménio (1,0) 96 22 50 314 (2012)

Pig.- pigmentacéo; Ag. — agitacdo; N- nitrogénio; t- tempo; T- temperatura; Yrss- fator de converséo substrato em EPS
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Segundo Siehr (1981) apud Kachhawa, Bhattacharjee e Singhal (2003), a
melanina é sintetizada tanto intra quanto extracelularmente durante as ultimas fases
da fermentacdo quando ocorrem alteracfes na morfologia celular, com formacéo de
clamidosporos. Conforme os mesmos autores, a sintese de melanina depende das
condig¢des de cultivo. Por isso, quando o crescimento ocorre em condi¢des nutricionais

otimizadas, a pigmentacéao é reduzida.

Para driblar o problema da pigmentacdo no decorrer da fermentacéo, alguns
autores sugerem o emprego de linhagens mutantes ndo pigmentadas, obtidas por
inducdo com agentes mutagénicos como, por exemplo, radiacdo UV e acido nitroso
(TARBASZ-SZYMANSKA; GALAS, 1993 apud KACHHAWA; BHATTACHARJEE;
SINGHAL, 2003). Porém, em geral, a mutagénese compromete o rendimento de
pululana (TARABASZ-SZYMANSKA, 1993, YU; WANG; WEI, 2012).

Kachhawa Bhattacharjee e Singhal (2003) avaliaram o emprego de carvao
ativado, diferentes solventes organicos, puros e em mistura, e a combinacéo de KClI
e solventes para a obtencé&o pululana livre da melanina. Segundo os autores, dentre
as metodologias testadas, o tratamento com etil-metil-cetona foi o mais efetivo na

remocao da cor sem comprometer o rendimento.

3.7. Reologia dos biopolimeros

A reologia pode ser definida como o estudo da deformacgédo da matéria ou da
mobilidade dos fluidos. E a ciéncia que avalia as propriedades mecanicas dos varios
materiais sob varias condi¢cdes de deformacao, quando eles exibem a capacidade de
escoar e/ou acumular deformacdes reversiveis (NAVARRO, 1997; DIAZ,
VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO et al., 2004).

O estudo reologico dos materiais no estado solido ou em solugao permite obter
informagcdes muito importantes a respeito das propriedades de escoamento e da
deformacédo dos materiais. Através do estudo reoldgico em cisalhamento oscilatorio,

podem-se avaliar duas componentes — elasticidade e viscosidade — que atuam na
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deformacédo de um material sob a influéncia de uma tensdao mecanica, em geral,
concomitantemente (SILVA; RAO, 1992).

Durante o escoamento, as moléculas que estdo expostas a diferentes
velocidades colidem entre si, gerando uma troca de momento entre as camadas do
fluido. Este fenOmeno causa uma friccdo interna, o que resulta em dificuldade de
escoamento do fluido. No caso dos polimeros, a friccdo interna e, portanto, a
resisténcia ao escoamento, € muito maior devido ao tamanho das cadeias e ao
enovelamento entre elas. A resisténcia ao escoamento, causada pela friccéo interna,
€ conhecida como viscosidade (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

A seguir, a equacgao que representa a viscosidade (1), em funcdo da razdo entre

a tensdo de cisalhamento (t) (forca/area cisalhada) e a taxa de cisalhamento (7) —

Equacéo 1.

n=-
7 Equacéo 1
Diferentes sistemas de unidades podem ser usados para expressar a
viscosidade, tais como: Sistema Internacional (N.s.m?, Pa.s, Kg.m1.s1), Sistema
Britanico (lb-s/pies?, slug/pie-s), Sistema Imperial (Ibf ft?) e Sistema CGS (P,
dyn.s.cm?) (BERWANDER, 2005).

A viscosidade depende muito da temperatura, sendo, portanto, importante
controla-la durante as determinacdes experimentais, bem como cita-la juntamente
com os dados de viscosidade. Em geral, os liquidos tém sua viscosidade diminuida
com o aumento da temperatura, ao contrario da maioria dos gases, cuja viscosidade

aumenta com o aumento da temperatura (BERWANDER, 2005).

Aléem de ser uma medida direta da qualidade do fluido, a viscosidade pode
fornecer importantes informacdes a respeito das mudancas fundamentais na estrutura
do fluido durante um determinado processo, como polimerizagdo, emulsificacéo e
homogeneizacgao (DIAZ, VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO et al., 2004).

A viscosidade ou resisténcia ao escoamento pode ndo depender da tensdo

aplicada (tensao de cisalhamento) e da taxa de cisalhamento. Alguns fluidos escoam
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segundo modelo de Newton e sdo chamados fluidos newtonianos. Assim, para fluidos
newtonianos, a viscosidade independe da taxa de cisalhamento na qual € medida.

Neste caso, a relacdo entre a tensdo de cisalhamento (1) e a taxa de
cisalnamento (7) € uma linha reta, e a viscosidade (n) permanece constante para

taxas de cisalhamento (/) variadas. Na pratica, para uma dada temperatura, a
viscosidade dos fluidos newtonianos permanece constante, indiferente de qual modelo
de viscosimetro ou velocidade de rotacdo seja usado para sua medicdo
(BERWANDER, 2005).

Quando ha interacdo entre os componentes de um fluido e estas interacdes
dependem e afetam a velocidade de deformacé&o causada por forgas externas, entéo
o fluido € chamado ndo newtoniano. Nesta categoria esta compreendida a grande

maioria dos compostos poliméricos (GARGALLO et al., 1987).

Nos fluidos ndo newtonianos, a tensdo de cisalhamento é uma funcdo nao
linear da taxa de cisalhamento e, assim como 0s newtonianos, depende ainda da
temperatura, da presséo, da massa molar, da morfologia das moléculas e do tempo
de duracdo da medida viscosimétrica. Em geral, os fluidos ndo newtonianos séo
normalmente divididos em trés classes (LENK, 1978): (i) aqueles cujas propriedades
sao independentes do tempo; (i) aqueles cujas propriedades sdo dependentes do
tempo; (iii) aqueles que apresentam propriedades intermediarias, entre as de um

sélido ideal (elastico) e as de um liquido ideal (newtoniano).

Na primeira classe estdo os fluidos cuja viscosidade depende somente do valor
de tenséo de cisalhamento (t). Dentro desta classificacao de fluidos, tem-se os fluidos
ndo newtonianos que sao divididos em trés grupos diferentes: fluidos viscoplasticos
ou de Bingham, dilatantes e pseudoplasticos (TONELI et al., 2005). A Figura 4

apresenta os tipos de curva de escoamento.
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Tensfo de cipalhamenteo (i)

Taxa de cigalhamento (7))

Figura 4. Tipos de curvas de escoamento.
Fonte: SERVE (1962) apud LOPES (1989).

O comportamento Bingham é verificado em materiais que necessitam de uma
tensdo de cisalhamento minima, chamada também de tenséo critica de escoamento,
para comecarem a fluir. Depois de superada esta tenséo inicial, o liquido escoa,
mantendo sua viscosidade constante com o aumento da tensdo de cisalhamento. Em
solucbes de polimeros de alta massa molar, muitas vezes uma tensdo de
cisalhamento minima se faz necessaria a fim de vencer as intera¢gdes intermoleculares
existentes. S6 apdés o colapso destas ligacdes ocorre o escoamento do fluido.
Exemplos deste tipo de comportamento reolégico sdo encontrados em margarina,

polpa de papel, graxas, gorduras, tintas, entre outros (BRETAS, 1987; BOBBIO;
BOBBIO, 1992b; TONELI et al., 2005).

Os materiais com comportamento dilatante ou pseudoplastico ndo necessitam
de uma tensdo minima para escoarem, mas a viscosidade destes varia de forma néo
linear com a taxa de cisalhamento.

O comportamento dilatante caracteriza o aumento da viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento, sendo observado em suspensdes altamente
concentradas, em que as particulas constituintes séo irregulares e ndo se orientam
facilmente, ou em polimeros fundidos, em que h& formacdo de cristais durante o
processo de escoamento. Entre os fluidos dilatantes estdo as suspensdes de amido
de milho em glicol etilénico/agua (CHEREMISIONOFF, 1992; LOPES, 1996).
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A diminuigao da viscosidade, com o aumento da taxa de cisalhamento, pode
ser explicada através da orientacdo das moléculas na direcéo do fluxo, da deformacao
das cadeias flexiveis e da diminuicdo das interacdes intermoleculares (Figura 5)
tornando menor a resisténcia ao escoamento (VIDAL-BEZERRA, 2000 apud TONELI
et al., 2005). A maioria dos polimeros sintéticos, no seu estado fundido ou em solucées

aquosas, sao exemplos de materiais pseudoplasticos (LOPES, 1989).

= | o G

|"'\1/ V T
\\ =~ / A S

NS o &

O O DD L2
4 I B e B o B 4 e |
ccoscoon

oo oOo0Cl

SOG 000D 0
7 Oty QO

A I Al B SR A |

= CCoO 000 Oz
Orientacio Estiramento Deformacio Desagregacio

Figura 5. Orientacdo das moléculas ap6s aumento da taxa de cisalhamento.
Fonte: SCHARAMM (1994)

Os fluidos ndo newtonianos pertencentes a segunda classe sdo aqueles cujas
propriedades reoldgicas dependem do tempo, e onde os efeitos descritos e
produzidos pela aplicacdo de uma forca externa de deformacdo perduram
parcialmente quando cessa a forca aplicada. Isto €, o fluido demora um tempo maior
do que aquele em que foi aplicada a for¢a para voltar ao estado inicial de viscosidade

aparente.

A dependéncia do tempo em fluidos ndo newtonianos é observada com certa
frequéncia. Um indicio do comportamento reologico dependente do tempo de um
fluido € a observacdo da chamada curva de histerese (Figura 6). O conceito de
histerese esta ligado a sistemas nao lineares onde o comportamento depende tanto
do estado de solicitacéo atual quanto de sua historia passada. Este tipo de fendmeno

aparece em varias areas, tais como magnetismo, elasticidade, plasticidade, sistemas
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de spins, oscilacbes em redes cristalinas, entre outros. A sua caracteristica
fundamental consiste na existéncia de curvas, relacionando a solicitacdo (forca,
tensdo, etc.) com a resposta do sistema (deslocamento, deformacao, etc.), que
dependem da histéria passada do sistema e que formam ciclos fechados quando a
solicitacdo varia continua e periodicamente com amplitude suficientemente grande.
Isto €, quando se faz a solicitagdo variar ciclicamente, o sistema responde de modo
que o aspecto do gréfico resposta versus solicitacdo seja uma curva fechada, onde o
caminho seguido durante a deformacé&o néo coincide com o da recuperacao (Figura
6) (ALMEIDA; COSTA, 2000).

Tixotrépico

Reopético

>
}’(s'“)

Figura 6. Reogramas tipicos de fluidos com comportamento reolégico dependente do tempo.
Fonte: adaptado de TONELI et al. (2005)

Para que seja possivel verificar se o fluido apresenta ou ndo viscosidade aparente
dependente do tempo, deve ser realizado um estudo reolégico onde o material em
analise deve ser submetido a crescentes valores de tensao de cisalhamento até que
seja atingido o seu valor maximo (curva crescente). A partir deste ponto, a tensao
aplicada ao material é reduzida até o seu valor inicial (curva decrescente). Se as
curvas de tensdo versus taxa de cisalhamento obtidas (crescente e decrescente)
forem coincidentes é indicativo de que o material ndo apresenta comportamento
reologico dependente do tempo. Entretanto, se a viscosidade do sistema sujeito a uma
forca por um tempo t ndo é a mesma, quando medida no mesmo tempo t, apos

cessada a acéo desta forca, as curvas (crescente e decrescente) ndo seguem 0
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mesmo caminho, formando uma histerese. Tais fluidos sdo denominados tixotrépicos
e reopéticos (TONELI et al., 2005).

Os fluidos tixotrépicos caracterizam-se por apresentar um decréscimo na

viscosidade aparente com o tempo de aplicacdo da tensdo. O material € submetido a

uma taxa de cisalhamento (;}0), durante algum tempo (to), até que alcance uma

viscosidade (no). Atingindo o estado de equilibrio, 0 material € submetido a uma
variacdo uniforme (crescente—decrescente) da taxa de cisalhamento, atingindo no
tempo ty, uma nova viscosidade de equilibrio (ny). Apds completar o ciclo de

escoamento, o sistema retorna a sua condi¢do original (no), mantendo-se a taxa de

cisalhamento ;}0 durante tempo suficiente. O intervalo de tempo ty — to € denominado

tempo de recuperacao. O comportamento tixotropico é encontrado em produtos como
tinta, catchup, pastas de frutas, entre outros (LENK, 1978; TONELI et al., 2005).

Os fluidos reopéticos caracterizam-se por apresentar um acréscimo na
viscosidade aparente com o aumento da taxa de deformacéo. Assim como os fluidos
tixotropicos, apos o equilibrio, o fluido tende a retornar ao seu comportamento
reolégico inicial. Exemplos de fluidos reopéticos sdo: suspensdes de amido e de
bentonita. No entanto, esse tipo de comportamento ndo € muito comum em alimentos
(TONELI et al., 2005).

A Ultima classe dos fluidos ndo newtonianos é representada pelos fluidos
viscoelasticos. As propriedades apresentadas por estes materiais poderiam ser
caracterizadas como intermediarias, entre as de um soélido elastico e as de um liquido
viscoso (GRAESSLEY, 1984). Um material € descrito como viscoelastico quando, em
suas propriedades mecanicas, parte da energia € armazenada e outra parte é
dissipada na forma de calor. Na verdade, todos os corpos reais sdo viscoelasticos
(GRAESSLEY, 1984). Um fluido viscoelastico em equilibrio, guando submetido a uma
tensdo cisalhante, responde de dois modos sobrepostos. Primeiro, 0 material exibe
uma deformacéo elastica que corresponde ao deslocamento das moléculas de sua
posicéo inicial, para uma nova posi¢ao de equilibrio. Isto ocorre apos a aplicacao da
tensdo e é chamado de tempo de relaxamento. Durante este tempo, o trabalho

exercido sobre o material € armazenado sob a forma de energia e, se a tenséo for
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removida, o corpo tende a recuperar sua forma original, 0 que ndo ocorre por completo
devido a manifestacdo da parte viscosa do material. O escoamento viscoso é,
portanto, o0 segundo modo de resposta a tenséo, iniciando-se também logo que esta
€ aplicada. Se a tensdo for mantida, uma velocidade de deformac&o constante é
alcancada e o trabalho realizado para manutengédo do escoamento é dissipado como
calor. Portanto, o escoamento viscoso é espontaneamente irreversivel, podendo
continuar mesmo apoés o alivio da tensdo. Exemplos desta classe de fluidos sao:
polimeros como nylon, algumas soluc¢des poliméricas e geleias (CHEREMISINOFF,
1992).

Os polissacarideos de origem microbiana variam consideravelmente em suas
propriedades fisicas, incluidas as caracteristicas reoldgicas, que sdo marcadamente
influenciadas pelas condi¢cdes do processo fermentativo (SUTHERLAND, 1990 apud
LIMA, 1999). Vérios biopolimeros microbianos apresentam comportamento
pseudoplastico como, por exemplo, a xantana e a pululana (SUTHERLAND, 1990
apud LIMA, 1999).

As andlises viscosimétricas de solu¢bes poliméricas sao fundamentais para
caracterizar de forma molecular os polimeros. A viscosidade de solucdes
macromoleculares é influenciada por uma série de fatores, tais como: tamanho e
configuracdo da molécula, volume ocupado em solucdo, massa molar e sua
distribuicdo, concentracao em polimero, flexibilidade da cadeia, temperatura e taxa de
cisalhamento empregadas para obtencdo da medida de viscosidade (FRISCH;
SIMHA, 1956; VAN KREVELEN, 1972; WEILL, 1984 apud LOPES, 1989; MANO,
1985). A segquir, os parametros utilizados para expressar a viscosidade de polimeros

em solucéo e respectivas definicdes (GARGALLO et al, 1987):

« Viscosidade relativa (nre): E a relagéo entre a viscosidade da solugéo e do
solvente puro (Equacéo 2). Para determinar o valor da viscosidade relativa, o tempo
de escoamento do solvente, to, e da solugéo, t, devem ser medidos no mesmo
viscosimetro. Considerando que a densidade de solucdes diluidas é praticamente
igual a do solvente puro, a viscosidade relativa pode ser definida como a razéao entre

o tempo de escoamento da solucéo e do solvente puro.

Nrel = N/ No Equacgéo 2
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» Viscosidade especifica (nsp): E a razéo entre a diferenca dos tempos de
escoamento da solucao e do solvente puro (t-to) e o tempo de escoamento do solvente
puro, to (Equacéo 3).

Nsp = Nrel*=(n- no)/ no Equacéo 3

» Viscosidade reduzida (nred): E a relagéo entre a viscosidade especifica e a
concentracdo da solucéo (Equacgéo 4). A unidade da viscosidade reduzida € dada por
cm3/g (CGI) ou m3/Kg (SI); embora a unidade dL/g também seja bastante difundida na

literatura cientifica.
Nred = Nsp/C Equacéo 4
* Viscosidade inerente (nin): Razéo entre o logaritmo da viscosidade relativa
e a concentracdo (Equacéo 5).
nin = (Innret)/C Equacéo 5

» Viscosidade intrinseca [n]: Dentre as expressfes apresentadas, a
viscosidade intrinseca é a mais significativa. A viscosidade intrinseca esté relacionada
as dimensdes moleculares (volume hidrodindmico) de cadeias poliméricas isoladas
(GARGALLO etal., 1987), e exprime o efeito de uma particula isolada (sem influéncias

de interac¢des intermoleculares) sobre a viscosidade do solvente (Equagao 6).
A viscosidade intrinseca pode ser expressa em cm?/g (CGI) ou m3kg (SI).
[n] =lim C—0 nsp/C Equacéo 6

A [n] pode ser determinada através de medicdes de nsp em diferentes
concentracbes, em regime diluido. A variacdo da viscosidade reduzida com a
concentracdo, quando C < 1%, é dada por uma reta que obedece a equacédo de
Huggins (Equacao?) (TAGER, 1978 apud Lopes, 1996):

Nsp/C =[Nn] + KH [n]?C Equacéo 7

onde KH € a constante de Huggins. A determinacédo grafica de [n] esta representada

na Figura 7.
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Figura 7. Determinacao grafica da viscosidade intrinseca.
Fonte: TAGER (1978) apud Lopes (1996)

A viscosidade intrinseca é dependente da massa molar. Foi comprovado
experimentalmente que a viscosidade intrinseca de compostos moleculares, em um
dado solvente, aumenta com a massa molar. A relagdo de Mark-Houwink-Sakurada
exprime a dependéncia entre a viscosidade intrinseca e a massa molar (Equacéo 8)
(TAGER, 1978; LEIGH; CHI, 1998 apud Lopes, 1996):

[n] = KM© Equacéo 8

Onde M é a massa molar viscosimétrica média, K e a sdo constantes viscosimétricas
que dependem do polimero, do solvente e da temperatura. Estas variaveis séo
calculadas através de medidas viscosimétricas de diversas fracdes monodispersas de

um determinado polimero.

De modo geral, os valores de viscosidade para polissacarideos sdo bastante
elevados, quando comparados a maioria dos polimeros sintéticos de mesma massa
molar, devido a pouca flexibilidade das cadeias de natureza glicidica. Fatores que
aumentam o volume hidrodindmico das macromoléculas, tais como a restricdo da
rotacdo em torno de ligacdes covalentes e a presenca de cargas iGnicas nao
neutralizadas na cadeia polimérica, tendem a aumentar a viscosidade de polimeros
em solucao (REES, 1972; KOWBLANSKY; ZEMA, 1981 apud LOPES, 1989).

O efeito da temperatura sobre a viscosidade relativa de solucdes pode ser
atribuido a dois aspectos principais: influéncia da temperatura no movimento

browniano das particulas do sistema e na capacidade de agregac¢éo intermolecular.
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Para alguns polimeros, deve-se ainda considerar a existéncia de conformacgfes
ordenadas e desordenadas, que sao promovidas pelas variagbes na temperatura e
que vao contribuir diferentemente no valor da viscosidade do polimero em solucéo
(FRISCH, 1956 apud LOPES, 1989).

Quanto ao efeito da concentracdo, a viscosidade em sistemas polimero-
solvente aumenta rapidamente com a composi¢cdo em polimero, em virtude das
interacOes intermoleculares e da formacéo de entrelacamentos. Estudos realizados
com gomas hidrossoluveis a baixas taxas de cisalhamento demonstram a perda da
linearidade para a interacdo entre viscosidade especifica e concentracdo do polimero.
Ou seja, a concentragdo na qual ocorre a transicdo de um regime de concentracao
diluido para um concentrado ou semi-diluido, € chamada de concentracéo critica (c*).
E também a partir dessa concentracdo que as associa¢ées entre os grupos hidréfobos
deixam de ser intramoleculares e passam a ser do tipo intermoleculares. Se forem
colocadas em gréfico a viscosidade reduzida versus concentracdo para polimeros
nao-associados e associados hidrofobicamente, essa concentracdo critica €
facilmente observada. Acima do valor c*, os entrelacamentos intermoleculares séo
significativos. A Figura 8 esquematiza os chamados regimes de concentragdo das
solu¢des poliméricas: diluido, semi-concentrado e concentrado. O valor de c* reflete
o volume ocupado pelo novelo polimérico isolado, e tende a diminuir com o0 aumento
da massa molar do polimero (MENJIVAR, 1986 apud LOPES, 1989; TAYLOR; NASR-
EL-DIN, 1995; CANDAU; REGALADO; SELB, 1998).
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Solugio diluida Solugio concentrada

Figura 8. Representacdo esquematica dos regimes de concentracdo de uma solucdo
polimérica.
Fonte: LOPES (1989); MELLO et al. (2006)
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3.7.1. Comportamento reoldgico da pululana

A ocorréncia regular de ligagbes a-(1—6) na pululana interrompe o que seria
uma cadeia (LEATHERS, 2003). Devido a alternancia das ligagdes a-(1—4) e a-(1—6)
em um unico composto, a estrutura da pululana € muitas vezes vista como um
intermediario entre as estruturas da amilose e da dextrana. E também por isso que a
pululana & muito mais solluvel em agua do que a amilose, que tem apenas ligagdes a-
(1—4) (BATAILLE et al., 2011). Além da alta solubilidade em agua, essa ligacao
também é responséavel pela alta flexibilidade estrutural da pululana. No entanto, a
mobilidade da pululana ndo é uniforme, com regiées de maior mobilidade centradas
nas ligagdes a-(1—6 ) (DAIS, 1995; DAIS; VLACHOU; TARAVEL, 2001). Essa
estrutura peculiar é também refletida na auséncia de regifes cristalinas dentro do
polimero: a pululana tem uma organizacdo completamente amorfa, como
experimentalmente confirmada por estudos recentes (KRISTO; BILIADERIS, 2007;
FUENTES-ALVENTOSA et al., 2013). A conformacéo da pululana em meio aquoso é
também influenciada pela presenca simultanea das ligagbes a-(1—4) e a-(1—6). A
ligagdo a-(1—6) em Ci1-O-CH2 (Cs) € mais flexivel que a ligacdo entre C1 e Cs
pertencente aos anéis de glicose. Eventualmente, isto conduz a uma conformacao de
“novelo” aleatério do esqueleto de pululana em solugcdes aquosas 0 que por sua vez
produz um arranjo molecular empacotado (NISHINARI; KOHYAMA; WILLIAMS, 1991,
FARRIS et al., 2012).

Rees (1977) apud Lazaridou e colaboradores (2002a) sugere que O
comportamento da pululana em solucédo, tipicamente o de uma hélice randémica
flexivel, parece estar relacionado a ligacdo a-(1—6). Isto porque este tipo de ligagcao
apresenta uma liberdade rotacional muito maior do que as outras ligacdes possiveis
de ocorrer em cadeias de glucana (LAZARIDOU et al., 2002a; LAZARIDOU et al.,
2003).

As propriedades reoldgicas da pululana, em solucdo, sdo dependentes da
concentracdo do biopolimero, da linhagem microbiana, bem como da morfologia do
micro-organismo (MCNEAL; KRISTIANSEN, 1987). Além disso, considerando a
capacidade do micro-organismo produtor de sintetizar e secretar enzimas hidroliticas

no decorrer do processo fermentativo, a reologia da pululana também pode variar com
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o tempo de producgéo, uma vez que pode influir no valor da massa molar do polimero
(SLODKI, 1981 apud Lopes, 1996).

Em 1974, Leduy, Marsan e Coupal observaram mudancas no comportamento
reolégico dos meios durante a producao de pululana. Nas primeiras 24 horas, o mosto
fermentado tinha um comportamento newtoniano. Porém, ao atingir o inicio da fase
estacionaria, se tornou pseudoplastico, tendendo ao comportamento newtoniano no
final da fermentacdo. Ao contrario, um estudo de Li e colaboradores (1995) mostrou
que a pululana em solugdo no mosto apresenta um comportamento pseudoplastico,
nao newtoniano, nos estagios finais de produgdo. De acordo com os ultimos autores,
0 comportamento reoldgico do meio de cultura varia ao longo do processo
fermentativo em funcdo do estagio de producéo do biopolimero. Assim, o meio de
cultura que inicialmente apresenta comportamento newtoniano passa gradativamente
a apresentar-se como plastico de Bingham ndo newtoniano pela evolugéo da atividade
microbiana. Ao atingir o final do estagio exponencial de crescimento, o meio torna-se
pseudoplastico. Na verdade, o comportamento reolégico do mosto em fermentacéo
pode estar relacionado a variagdo da massa molar (tamanho) do EPS, a sua
concentracdo ou ao seu estado de agregacdo, mesmo se tratando de uma molécula

neutra.

Neste contexto, fica patente a necessidade de avaliar a producdo microbiana
de pululana para diferentes linhagens, bem como em diferentes condi¢des de cultivo,
e analisar as propriedades reoldgicas e massa molar caso a caso a fim de estabelecer
um processo bioldgico que permita obter o polimero desejado de forma reprodutivel e

econdmica.

3.8. Analise espectroscopica de absorcdo na regido do infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho € uma ferramenta que permite analisar a
natureza quimica, reatividade e arranjo estrutural de grupos funcionais, a presenca de
proteinas e carboidratos e a eficiéncia do processo de purificagcdo da amostra quanto
a presenca de contaminantes, sais e metais (STEVENSON, 1982). Essa técnica

baseia-se no fato de que os diversos tipos de ligacbes quimicas e de estruturas

OLIVEIRA, J. D.



61

moleculares existentes numa molécula absorvem radiacao eletromagnética na regiao
do infravermelho, em comprimento de onda caracteristico. Em consequéncia, ocorre
a vibracao de cada ligacdo quimica numa faixa espectral especifica, a qual reflete o
ambiente quimico de insercdo de cada grupo de atomos analisado (CERETTA et al.,
1999).

A espectroscopia no infravermelho tem sido utilizada ha mais de 40 anos devido
a sua abrangente serventia em diversas areas como engenharia de materiais, fisica,
guimica, ciéncias biol6gicas e biomédicas. Suas analises permitem observar
moléculas organicas e inorganicas na faixa de nimero de onda de 4.000 a 400 cm™.
Essa técnica produz informacdes sobre a vibracdo das unidades atbmicas e
moleculares. E um método analitico padronizado que pode revelar informacées
quimicas e da orientacao das estruturas. A espectroscopia de absorcao na regido do
infravermelho € aplicada para analises qualitativas e semi-quantitativas (CAMPOS,
2009).

A analise espectrométrica é feita a partir do registro das alteracfes energéticas
que ocorrem em atomos ou em grupos de atomos sob a acédo de um feixe de radiacao
infravermelha (V). A medida do tipo e da intensidade da luz (radiagdo) transmitida
pela amostra fornece informacdes das estruturas da molécula que constitui a amostra.
As mudancas ocorridas na estrutura das moléculas sdo acompanhadas por alteracdes
nos modos vibracionais das ligagdes quimicas (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Cada grupo funcional absorve luz em frequéncia caracteristica de radiacdo na
regido do IV. Assim, para um grafico de intensidade de radiagéo versus frequéncia, o
espectro de IV permite caracterizar grupos funcionais de uma referéncia ou de um
material desconhecido. Embora o espectro no infravermelho seja caracteristico de
uma molécula como um todo, certos grupos de atomos originam bandas mais ou
menos na mesma frequéncia, independentemente da estrutura da molécula. E
justamente a presenca dessas bandas caracteristicas de grupos funcionais que
permite a obtencdo de informacgfes Uteis para a identificacdo de estruturas, através
da avaliacdo do espectro e consulta a tabelas de referéncia desses grupos funcionais
(CANEVAROLO JR., 2004). A Tabela 8 apresenta algumas faixas de absor¢cédo para

diferentes grupos funcionais.
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Segundo Benites e colaboradores (1999), a introducdo da técnica de
transformada de Fourier na determinagdo dos espectros de infravermelho
proporcionou avancos como maior velocidade na aquisicdo dos espectros, melhoria
na definicdo dos sinais e exatidao na analise e reducéo do custo do equipamento. Por

isso, € um método simples e barato comparado a outras técnicas espectroscopicas,

além da pequena quantidade de amostra requerida para efetuar a anélise.

Tabela 6. Faixas de absorcao para diferentes grupos funcionais

NUumero de ondas

Grupos Funcionais

(cm™)
3650-2700 O-H
3500-3300 N-H
3200-2800 C-H
3440 - 3300 ﬁ%&ciﬁ;i?gﬁ ;jo estiramento e deformagé&o axial de grupos
3380 OH
2940-2840 (Ce:s|_t|i£amento vibracional simétrico e assimétrico de grupos
2850—-2980 CH:
2300-2100 Cc=C
2300-2200 C=N
2300 indicativo de carbono sp3
1790 - 1740 Z)s(;cziirlagéegt:o (;/ig;agé()er:gotgle grupos carboxilicos (deformacao
1760-1690 C=0
1640 H-O-H
1629 deformacéo assimétrica do grupamento C=0.
1600-1500 Cc=C
1250-1460 CH
1162 deformacéo axial assimétrica C-O-C (ligacao glicosidica)
1100-550 C-X
1080 deformacao axial simétrica de C-O-C
1162 deformacéo axial assimétrica C-O-C (ligacao glicosidica)
1020

ocorre uma deformacéao axial de C-O de alcoois primarios

Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER (2000); SEO et al. (2004); SOARES; GIL; REZENDE (2006);
SAKATA; OTSUKA (2009).
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3.9. Anélise Térmica

A Andlise Térmica pode ser definida como um conjunto de técnicas que permite
medir as mudancas de uma propriedade fisica ou quimica de uma dada substancia
ou material em funcdo da temperatura ou tempo, enquanto a substancia é submetida

a uma programacao controlada de temperatura (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

Dentre as inumeras areas de aplicacdo da analise térmica incluem-se:
decomposicao térmica; determinacédo de umidade de volateis e de residuos; oxidacao
térmica; cinética de reacao de cura e cristalizacdo; diagrama de fases; determinacéo
de calor especifico; determinacdo de transicdo vitrea, de fusdo e de tempo de
armazenamento, dentre outros (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

A andlise térmica é uma técnica que possui algumas vantagens como: a
necessidade de pouca quantidade de amostra por analise; a grande variedade de
informacdes obtidas em um Unico grafico; a possibilidade de utilizar as amostras sem
necessidade de preparo prévio; entre outras. Por isso, esta técnica encontra aplicacdo
em diversas areas, desde a alimenticia até a engenharia civil (MOTHE; AZEVEDO,
2002).

As técnicas termoanaliticas mais utilizadas sdo: Termogravimetria (TG) e
Termogravimetria Derivada (DTG); Analise Térmica Diferencial (DTA); Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC). A Tabela 7 apresenta os principais parametros
medidos, instrumentos utilizados e curva referéncia esperada dessas principais

termoanalises.

7

A termogravimentria € uma técnica de andlise térmica usada para medir
variacbes de massa (perda ou ganho) sofridas pela amostra, resultantes de uma
transformacdo fisica (sublimagdo, evaporacdo, condensacdo) ou quimica
(degradacao ou decomposicao, oxidagao), em funcao da temperatura ou do tempo.
Em uma curva de TG sé&o observadas inflexdes devido ao processo de degradacéo
térmica do material, o que depende da sua natureza quimica, ou seja, da estrutura e
da extensédo das forcas de interacdo. As curvas DTG detalham o processo de
degradacdo (MOTHE; AZEVEDO, 2002).
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Os resultados das curvas de variacdo de massa versus temperatura
apresentam informacdes sobre estabilidade térmica e composicdo da amostra
original, estabilidade térmica e composicdo de algum composto intermediario que
pode ter sido formado e, ainda, a composicdo de residuos, se houver (MOTHE;
AZEVEDO, 2002).

A termogravimetria pode ser conduzida de trés formas:

» Termogravimetria isotérmica, na qual a massa da amostra € registrada em

funcdo do tempo, a uma temperatura constante;

» Termogravimetria semi-isotérmica, na qual a amostra € aquecida a massa

constante, a cada série de aumento de temperatura,

» Termogravimetria dindmica, na qual a amostra é aguecida em um ambiente
onde a variacdo da temperatura € pré-determinada, preferencialmente a uma

velocidade linear.

A termogravimetria € uma técnica muito utilizada na caracterizacéo do perfil de
degradacédo de polimeros e de outros varios materiais. A exposicdo a temperatura
elevada pode, algumas vezes, alterar a estrutura quimica e, por consequéncia, as
propriedades fisicas dos materiais. Portanto, a curva de degradacdo térmica, em
condi¢cdes ndo isotérmicas, mostra o perfil da resisténcia que o material apresenta
quando submetido a uma varredura de temperatura (MOTHE & AZEVEDO, 2002).
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Tabela 7. Curva referéncia e informacfes obtidas pelas técnicas de Analise Térmica

Parametro

Tecnica Medido Instrumento Curva Padréo
Variacdo de
TG massa Termobalanca Am
(Am)
v
Variacéo de dm/dt
DTG massa Termobalanca
(dm/dt) -
T
Variagdo de 4 15 ge AT
DTA temperatura DTA
(AT)
-
T
Variacéo de dH/dt
DSC entalpia Calorimetro
(dH/dt)
-
T

Fonte: MOTHE; AZEVEDO (2002)

3.10. Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € um fendémeno fisico utilizado para
investigar as propriedades moleculares da matéria atraves da irradiacdo do nucleo
atdmico por ondas de radiofrequéncia. A condi¢édo basica é que, no nacleo observado,
possua um préton ndo emparelhado, ou seja, um namero impar de protons. Esta

condicao é conhecida como nimero quéantico de spin nuclear | e para que um nucleo
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ou seu is6topo apresente o fenbmeno da ressonancia, | deve ser maior que zero.
Qualquer ndcleo que possua um isétopo nesta condi¢do pode apresentar o fenébmeno
da RMN ex. 'H (hidrogénio), *°F (flaor), 3P (fésforo),'3C (carbono), entre outros
(BREITMAIER; VOELTER, 1990; BATHISTA; SILVA, 2003; SILVA; SILVA, 2003,
SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Um dos pontos fundamentais da RMN para a determinacdo da estrutura
guimica é o deslocamento quimico, que é o fendbmeno que caracteriza a dependéncia
da frequéncia de um nucleo ao seu ambiente quimico. O deslocamento quimico esta
relacionado a densidade eletrénica ao redor do nucleo e possui alto valor analitico. O
fato de que certos sinais sdo observados em determinados deslocamentos quimicos
€ uma boa indicacdo da presenca de certos grupos funcionais na molécula, e a
informacdo obtida geralmente permite um reconhecimento direto que a molécula
pertence a uma determinada classe de substancias (BREITMAIER; VOELTER, 1990;
SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; BATHISTA,; SILVA, 2003).

O deslocamento quimico é relacionado a frequéncia de ressonancia de um
ndcleo em particular. Sendo a frequéncia por si proporcional a forca do campo
magnético. O deslocamento quimico é usualmente dado relativo a uma referéncia e
normalizado com respeito a frequéncia deste padrdo. Como resultado, o
deslocamento quimico em varios aparelhos pode ser comparado, e é caracteristica
de um determinado nucleo, num composto especifico, em um solvente em particular
(BREITMAIER; VOELTER, 1990; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; BATHISTA;
SILVA, 2003). O deslocamento quimico de um nucleo (x) € definido como mostra a
Equacéo 9:

8(x) =%x 10° .
Equacao 9
Onde Wref é a frequéncia do padrdo. Ja que os valores normalizados sdo muito

pequenos eles sdo multiplicados por 108 e apresentados em parte por milhdo (ppm).

OLIVEIRA, J. D.



67

3.11. Cromatografia de Permeacdo em Gel

A técnica de Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) é extremamente
poderosa para fracionamento de um polimero e sua distribuicdo de massa molar. Em
esséncia, a técnica consiste na separacdo molecular com base no tamanho efetivo
das moléculas em solucdo, conseguida através da injecdo de uma solucdo de
polimero numa corrente continua de solvente que passa através de colunas com
pérolas porosas, de modo que as moléculas menores penetram mais nas particulas,
permanecendo mais tempo na coluna do que as moléculas maiores (SILVA; SILVA,
2003).

Os cromatografos de permeacdo em gel consistem essencialmente de um
sistema de bombeamento, injetor, colunas, detectores e registradores. O fluxo de
solvente se divide em dois: uma metade vai para uma coluna de referéncia, e a outra,
para a coluna que contera a amostra. A solucéo de polimero é injetada na corrente da
amostra através de uma valvula. As duas correntes, apds passarem pelos dois
sistemas de colunas (cada um com trés ou quatro colunas em série com pérolas de

diferentes tamanhos) sao analisadas pelo detector (SILVA; SILVA, 2003).

Essa técnica é utilizada para analises de aditivos e compostos organicos,
determinacdo de massa molar, polidispersividade, viscosidade intrinseca e grau de
ramificacdo em polimeros (SILVA; SILVA, 2003).

» Estimativa da massa molar por Cromatografia de Permeacéao em Gel

Uma das formas de obter a curva de distribuicdo de massa molar (CDMM) é
através da cromatografia de permeacdo em gel (GAMBETTA, 2006). A avaliacdo da
CDMM do polimero permite inferir as propriedades finais do polimero. E possivel
afirmar que diferentes CDMMs levam a diferentes propriedades finais do material.
Uma vez que seja possivel controlar a forma da CDMM do polimero, torna-se também

possivel controlar as propriedades finais do polimero.
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3.12. Planejamento de Experimentos

A esséncia de um bom planejamento experimental consiste em projetar um
experimento de forma que ele seja capaz de fornecer o tipo de informacdo que
procuramos (WU; HAMADA, 2000).

Experimentos sdo uma série de testes, nos quais alteracdes propositadas sédo
feitas nas varidveis de entrada do processo ou sistema, de forma que se possa
observar e identificar razbes para as mudancas ocorridas nas suas respostas de
saida. Experimentos sao realizados em quase todos os campos de investigacao e, em
geral, tém o propdsito de obter informacfes sobre um processo ou sistema particular
(BARROS NETO et al., 1995; BENICIO et al., 2001).

O planejamento experimental representa uma importante ferramenta no mundo
da engenharia. Ele é usado na elaboracéo e estudo de viabilidade de novos produtos
no desenvolvimento dos processos de producédo e na melhoria do desempenho de
processos ja existentes. Objetiva-se na maioria dos casos, desenvolver um processo
consistente, ou seja, um processo pouco afetado pelas condicbes ambientais
(PIMENTA, 2006).

Usando projetos experimentais baseados em principios estatisticos, o0s
pesquisadores podem extrair do sistema em estudo o maximo de informacao (util,
fazendo um numero minimo de experimentos; melhorando ou otimizando sistemas,
processos e produtos. Esses métodos sao ferramentas poderosas, com 0s quais
varios objetivos especificos podem ser alcancados. Pode-se fabricar produtos com
melhores caracteristicas, diminuir o tempo de processo, reduzir 0s custos totais e
variabilidade do processo, e aperfeicoar o seu rendimento (MONTGOMERY, 1997,
CALADO; MONTGOMERY, 2003; RODRIGUES, 2010).

Os processos ou sistemas, por sua vez, podem ser compreendidos como a
combinacdo de maquinas, métodos, pessoas e outros recursos que transformam

algumas entradas, em uma saida, que pode ter uma ou mais respostas observaveis.

Imaginemos um eixo que descreva 0 progresso de uma investigacao

experimental. Caminhar ao longo desse eixo corresponderia a ir descendo as linhas
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da Tabela 8. Na primeira linha, deve o pesquisador realizar uma triagem e descartar
as variaveis nao-significativas. O uso de planejamentos fatoriais fracionarios torna-se
bastante econdmico para fazer isso e podem ser usados para estudar vinte ou mais

fatores experimentais ao mesmo tempo.

Tabela 8. Evolucdo de um estudo empirico

Objetivo Técnica
Triagem das variaveis Projetos fracionarios
Avaliacao da influéncia de variaveis Projetos fatoriais completos
Construcédo de modelos empiricos Modelagem por modelos

minimos quadrados

Otimizag&o de parametros Metodologia de superficie
resposta

Construcédo de modelos mecanisticos Deducéo a partir de principios
gerais

Fonte: BARROS NETO et al. (1995); CHRISMAN (2005)

O planejamento fatorial 2% € um método simples e eficiente que pode ser
aplicado desde a etapa de separacao das variaveis importantes (screening) até a
etapa de finalizacdo da cinética do processo, constru¢cdo de modelos matematicos,
entre outros (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

O planejamento fatorial € uma técnica bastante utilizada quando se tem duas
ou mais variaveis independentes (fatores). Ele permite uma combinacédo de todas as
variaveis em todos os niveis, obtendo-se assim uma andlise de uma variavel, sujeita
a todas as combinacbes das demais (CALADO; MONTGOMERY, 2003,
RODRIGUES; IEMMA, 2005).

Planejamentos fatoriais séo Uteis para medir os efeitos (ou influéncias) de uma
ou mais variaveis na resposta de um processo. E a Gnica maneira de prever interac&o
entre fatores. O usual é realizar um planejamento com dois niveis, no maximo trés. O
uso de mais variaveis aumentaria sobremaneira o numero de pontos experimentais,
fato esse que se quer evitar quando se propde um planejamento (BARROS NETO;
SCARMINO; BRUNS, 2001; CALADO; MONTGOMERY, 2003).
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Ap6és ter relacionado as varidveis importantes, o proximo passo seria avaliar
guantitativamente sua influéncia sobre a resposta de interesse, bem como suas
possiveis interacdes. Para fazer isso, 0 pesquisador pode empregar planejamentos
fatoriais completos. Ultrapassando esta etapa e desejando obter uma descricdo mais
detalhada, isto é, obter modelos mais sofisticados, pode-se empregar a modelagem

por minimos quadrados.

Tendo-se como objetivo principal a otimizacao do sistema, isto €, maximizar ou
minimizar algum tipo de resposta, pode-se empregar a técnica de metodologia de
superficie resposta (RSM).

Estudos tém demonstrado que a concepcao da metodologia de planejamento
experimental e a metodologia de superficie resposta (RSM), tém facilitado o
desenvolvimento de processos e tem sido utilizada de forma significativa a nivel
industrial (NAWANI; KAPADNIS, 2005).

A metodologia de superficie resposta € um sistema de modelagem empirico
gue avalia a relacdo entre um grupo de variaveis que podem ser controladas e a
resposta observada. Atualmente tem sido aplicada na industria alimenticia e na

otimizacao de processos fermentativos (CAZETTA et al., 2005).

A otimizacdo de processos fermentativos foi por muito tempo utilizada para
melhoria do rendimento e produtividade de varios bioprocessos. Fermentacdes foram
otimizadas para implementacdo da variagdo de um componente por vez. Esta
aproximacao assume que as variaveis de processo ndo interagem e que a resposta
do processo é funcdo de um parametro simples, que é variado. Estudos tém
demonstrado a importancia da utilizacdo em processos fermentativos do planejamento
de experimentos e da metodologia de superficie resposta, na otimizacdo de
parametros de processo (ABDEL-FATTAH, 2002; ABDEL-FATTAH; OLAMA, 2002;
TANYILDIZI, OZER; ELIBOL, 2005). Através desta metodologia, fatores e interagdes
gue afetam a resposta desejada e podem ser controlados experimentalmente, séo
testados de acordo com suas eficiéncias para otimizacao de parametros de processos

importantes na fermentacéo, com um numero limitado de experimentos (LAKSHMAN
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et al., 2004, ABDEL-FATTAH et al., 2005; CAZETTA et al.,, 2005; KHANNA,
SRIVASTAVA, 2005).

Para realizar um planejamento experimental, construir modelos n&o basta. E
preciso também avaliar se eles sdo adequados a situacdo que se pretende descrever.
So entdo é cabivel extrair conclusdes desses modelos.

Sendo assim, para que se possa aplicar a metodologia de experimento em
qualquer processo, alguns requisitos basicos sao necessarios:

e |dentificar o problema do processo que se deseja estudar;

e Definir as variaveis que podem afetar este processo;

e I|dentificar quais destas variaveis podem ser controladas; escolher quais
destas variaveis serdo utilizadas nos experimentos, caso ndo seja viavel a
utilizacao de todas;

e Selecionar uma ou mais variaveis resposta do processo que serao utilizadas
para analise dos experimentos;

e Determinar a faixa de observacdo em que cada uma das variaveis
selecionadas sera analisada;

e Escolher o tipo de projeto experimental que sera usado e que melhor se

adeque a situacao.

Entretanto, para que todos esses requisitos sejam atendidos € necessario que
se tenha um bom conhecimento do processo em estudo. Geralmente, este
conhecimento € uma combinacdo entre a experiéncia pratica e tedrica
(MONTGOMERY, 1997; RODRIGUES, 2010).

A interpretacdo estatistica de dados obtidos de um planejamento experimental
pode ser executada seguindo varios critérios estatisticos e de significancia, dentre os
quais destacamos: o Test p, o Teste t, a analise de variancia e o ajuste do modelo

matematico aos dados experimentais, via coeficiente de correlacéo.

No planejamento experimental, o Teste p consiste em uma ferramenta que da
a probabilidade de se descartar os efeitos principais e de interacdo da variavel em

estudo, para um dado nivel de confianca. A escolha do nivel de confianca se da como

OLIVEIRA, J. D.



72

funcéo do nivel de acuracia desejada. O valor mais comum para o nivel de confianca
é de 95%.

O Teste t de Sdudent, ou Teste t serve para avaliar se os efeitos calculados

sédo significativamente diferentes de zero, para um dado nivel de confianca.

O coeficiente de correlacdo mede a aproximacao entre 0s pontos experimentais
e uma curva qualquer. Quando este valor se aproxima de 1, tem-se um bom ajuste
dos pontos a curva, significando que esta pode descrever continuamente o fendmeno

estabelecido pelos pontos, no nivel de confianca desejado (BENICIO et al., 2001).

3.12.1. Interacao entre os fatores

Um dos problemas mais comuns que o experimentador pode enfrentar € a
determinacdo da influéncia de uma ou mais varidveis sobre uma outra variavel de
interesse. Este problema pode ser encarado como um caso particular da situacao
mostrada na Figura 9 em que um certo nimero de fatores, F1, F2,...Fk, atuando sobre

o sistema em estudo, produz as respostas R1, Rz,...R;.

O sistema € considerado como uma funcao (desconhecida, em principio) que
atua sobre as variaveis de entrada (os fatores) e produz como saida as respostas
observadas. O objetivo do experimentador € descobrir essa funcdo, ou pelo menos

obter uma aproximacéo satisfatoria para ela.

F1 R;
F» Ro
: SISTEMA
Fx Rx

Figura 9. Representacdo esquematica de um sistema considerado como funcao
desconhecida ligando os fatores (variaveis de entrada) as respostas (variaveis de saida).

Para que se possa entender como é feita a escolha de um projeto experimental,

a principio deve-se definir o que € um fator. Um fator é qualquer variavel de processo
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controlavel ou ndo, cuja variagdo pode ou nao influenciar a resposta final do processo,
seja sozinha ou interagindo com uma ou mais variaveis do mesmo processo
(MONTGOMERY, 1997; RODRIGUES, 2010).

As variaveis podem assumir valores, ou seja, niveis de minimo (em geral
representado pelo sinal -), de maximo (em geral representado pelo sinal +) e médio
(em geral representado pelo numeral zero). Os fatores envolvidos em um experimento
podem ser qualitativos ou quantitativos. Quando se trabalha com fatores quantitativos
0s niveis sdo chamados de versées (BARROS NETO et al., 1995; CHRISMAN, 2005).

Em geral, para processos fermentativos, os fatores quantitativos sdo aqueles
cujos niveis podem ser associados a pontos em uma escala numérica, tais como,
presséo, tempo, temperatura, agitacéo, e aeracao. Por outro lado, fatores qualitativos
sdo aqueles cujos niveis podem ser organizados em ordem de magnitude, tais como,
operadores, bateladas, lotes de matéria-prima, equipamentos iguais utilizados em um

processo, diferentes cepas de microrganismos empregadas, entre outros.
3.12.2. Utilizacao de planejamento experimental na producéo de pululana

Varias pesquisas tém sido conduzidas utilizando a metodologia de
planejamento de experimentos, para otimizagdo de componentes e fatores ambientais

do meio de producéo.

Lin, Zhang e Thibault (2007) avaliaram o efeito de seis fatores (linhagem, fonte
de carbono, concentracao e fonte de nitrogénio, aeracao e pH inicial) na producéo de
pululana por Aureobasidium pullulans em frascos agitados utilizando planejamento
fatorial e, simultaneamente, otimizaram a massa molar e a concentracao de pululana.
A andlise do efeito dos fatores revelou que a variavel linhagem teve a maior influéncia
sobre a concentracéo de pululana, enquanto que o efeito da fonte de nitrogénio teve
mais relevancia na sua massa molar. No entanto, a concentracdo de nitrogénio ndo
mostrou influéncia significativa sobre ambos. A otimizagdo desses fatores permitiu,
apos 120 h de fermentacéo, a obtencédo de 22,6 g/L de pululana e massa molar de 2
x 10° g/mol utilizando a linhagem ATCC 42023, sacarose como fonte de nitrogénio,
0,005 mol/L de NH4", e pH inicial igual a 5,5.

OLIVEIRA, J. D.



74

Jiang (2010) utilizou metodologia de superficie de resposta para otimizar as
condicbes de fermentacdo na obtencdo de pululana por Aureobasidium pullulans
SK1002 em frascos agitados. Utilizou como variaveis temperatura, tempo e pH inicial
e, como variavel resposta, a producao de pululana. A partir da avaliacdo estatistica,
pode-se observar que a producgéo de pululana foi significativamente afetada pelas trés
variaveis (temperatura, tempo de fermentacéo e pH inicial). As condi¢Bes 6timas de
cultivo que estimularam a producdo maxima de pululana foram: temperatura, 28°C,
tempo de fermentacéo (120 h) e pH inicial (5,5). Sob essas condi¢des otimizadas, 0

rendimento pululana méxima prevista foi de 30,28 g/L.

Em 2012, Yu e colaboradores, utilizando metodologia de superficie resposta,
estudaram o aumento da massa molar e da producdo de pululana a partir de A.
pullulans. Utilizaram como variaveis seis nutrientes: extrato de levedura, (NH4)2SOa4,
K2HPO4, NaCl, MgSO4 7H20 e CaCl.. Os autores observaram que o NaCl e K2HPO4
tém influéncia significativa sobre a massa molar de pululana, enquanto que o extrato
de levedura e (NH4)2S0O4 afetaram significativamente o rendimento de pululana. Para
atingir uma massa molar mais elevada e mais eficiente de producéo de pululana, uma
metodologia superficie de resposta foi utilizada para prever uma combinac¢éo 6tima de
nutrientes. Utilizando 50 g/L de glicose, 1,0 g/L de extrato de levedura, 0,3 g/L de
(NH4)2S04, 1,0 g/L de K2HPO4 e 0,2 g/L de MgSOa4-7H20 resultou na obtencéo de
massa molar 5,74 x 108 g/mol, enquanto que 50 g/L de glicose, 3,0 g/L de extrato de
levedura, 0,6 g/L de (NH4)2S0O4, 2,0 g/L de K2HPO4, 1,0 g/L de NaCl e 0,2 g/L de
MgSOa-7H20, promoveu a obtengéo de 25,65 g/L de pululana e rendimento de 0,51

g/g, ambos apo6s 60 h de fermentacéo.

Mais recentemente, Sharmila e colaboradores (2013) avaliaram o efeito da
concentracdo inicial de semente de jaca moida, K2HPOas, extrato de levedura,
(NH4)2SO4, NaCl, MgS04.7H20 e ZnS0Oa4.7H20 empregando o método Plackett—
Burman. A analise estatistica dos resultados experimentais demonstrou que o0s
valores ideais foram: 2% (m/v) de semente de jaca moida, 0,55% (m/v) de K2HPO4,
0,30% (m/v) de extrato de levedura e 0.006% (m/v) de ZnS04.7H20, obtendo a

concentracdo maxima de pululana de 18,76 g/L.
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No mesmo ano, Sugumaran e colaboradores, utilizando o planejamento
experimental Plackett—Burman e metodologia de superficie resposta, estudaram o
efeito das variaveis K2HPOs4, KH2PO4, ZnS04:5H20, MgSO4:7H20, NacCl,
(NH4)2S04-5H20, extrato de levedura e teor de umidade na composi¢cao do meio solido
contendo sementes de jaca como substrato para producao de pululana. Observaram
que a producdo de pululana, 34,22 g/L ap6s 96 h de fermentacdo, foi
significativamente afetada pelas variaveis médias de KH2PO4 4,16 g/L), ZnSO4 5H20
(0,052 g/L), NaCl (1,69 g/L) e teor de umidade (47,9% m/m). Dois anos antes,
Goksungur, Uzunogullari e Dagbagl, utilizando metodologia de superficie resposta,
avaliou o efeito do tempo de incubagé&o, da concentracgéo inicial de substrato (amido
de batata hidrolisado) e do pH inicial do meio na producéo de pululana. O maximo de
pululana (19,2 g/L) foi obtido ap6s 111,8 h de fermentacao, tendo como concentracao
inicial de substrato igual 79,4 g/L e pH inicial 7,26. Esta otimizagdo permitiu um
aumento de 20% na concentragéo final de pululana.

3.13. Citotoxicidade do biopolimero

Os testes de citotoxicidade sdo os primeiros ensaios para a avaliagdo da

potencialidade de aplicacdo clinica de um novo material.

De acordo com o Orgéo Internacional de Padronizacg&o (International Standard
Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro teste para
avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
biomédicos, depois de comprovada a sua nao toxicidade € que o estudo da
biocompatibilidade do produto pode ter continuidade realizando-se 0s ensaios
necessarios em animais de laboratério (ROGERO et al, 2003). O emprego de cultura
de células em pesquisas para estudo de biocompatibilidade de materiais tem
avancado bastante nos Ultimos anos. Experimentos celulares laboratoriais
possibilitam reproduzir condicbes e até reacfes semelhantes as ocorridas no
organismo podendo, dessa forma, observar e quantificar alteracdes sofridas pelas
células frente a um determinado produto ou medicamento (QUEIROZ, 1997). Vérios
métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de biomateriais, foram padronizados
utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em colocar

0 material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de
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mamiferos, verificando-se as alteragdes celulares por diferentes mecanismos, entre
0S quais a incorporacao de corantes vitais ou a inibicdo da formacgéo de colbnias
celulares. O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular.
Estudos com estes métodos demonstraram que os testes om culturas celulares
podem ser utilizados com sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e
financeiramente acessiveis para a execucao do estudo de biocompatibilidade in vitro
(ROGERO et al, 2003).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismo

Neste estudo foram testadas trés linhagens de Aureobasidium pullulans,
compreendendo duas linhagens pertencentes a Colecdo de Cultura nacional e uma

proveniente de Banco Internacional.

As linhagens I0C 3011 e I0C 3775 foram gentilmente cedidas pela Dra. Maria
Inez de Moura Sarquis, responsavel pelo Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e

Bioprospeccéao de Fungos/IOC.

A linhagem DSMZ 3042, originalmente ATCC 42023, foi adquirida na Colecao
de Cultura alemé Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ). Segundo alguns autores, o cultivo desta linhagem normalmente néo leva a
cogeracdao do pigmento melanina (WEST; REED-HAMER, 1993; SHABTAI,
MUKMCNEYV, 1995).

4.1.1. Manutencdao das linhagens microbianas

As linhagens fungicas foram mantidas sob refrigeracao a 4°C (cultura estoque),
através de repiques mensais em tubos de ensaio contendo meio Agar Dextrose-Batata
inclinado, consistindo de (g/L): extrato de batata 4,0, dextrose 20,0 e agar-agar 15,0.
Apoés ajuste do pH em 6,0 com NaOH 1M, o meio foi autoclavado a 121°C por 15

minutos. Apos esterilizacdo o pH do meio foi novamente checado.
4.2. Meios de cultivo

4.2.1. Meio de crescimento

O meio de cultura utilizado para ativagdo e preparo do inoculo foi o caldo
Sabouraud, consistindo de (g/L): glicose 40,0 e peptona 10,0. Apéds ajuste do pH para
6,0, e distribuicdo de 100 mL do meio em frascos Erlenmeyers de 500 mL de
capacidade, foi realizada a esterilizagcdo a 121°C por 15 minutos.
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4.2.1.1. Preparo do in6culo

As culturas foram ativadas através do repique de uma alcada da cultura
estoque para 100 mL do meio de crescimento (item 4.2.1) em frasco Erlenmeyer de
500 mL de capacidade. Apos 48 h de incubacdo em agitador rotatorio (Controlled
Enviromental Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co, EUA), a 150 rpm e 28 +
1°C, aliquotas dos cultivos foram visualizadas a fresco com azul de metileno e
observadas por microscopia Optica a fim de avaliar a viabilidade celular. Em cada fase,
também foi avaliada a pureza dos cultivos, por analises microscopicas de preparacoes
coradas pela técnica de coloracéo diferencial de Gram (PELCZAR, 1993; MADIGAN,
MARTINKO, PARKER, 2004).

O volume de cultivo necessario para inoculacdo do meio de producao foi
calculado a partir do resultado da quantificacdo celular por camera de Neubauer
(MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2004) de modo a estabelecer concentragéo inicial
de 5,0 x 10° células/mL no meio.

4.2.2. Meios de producéo

Inicialmente foi realizado um levantamento bibliografico a fim de definir os
componentes minimos necessarios para a sintese de pululana por A. pullulans
(VIJAYENDRA; BANSAL; PRASAD, 2001; CHI; ZHAO, 2003; SEO et al., 2004). A

Tabela 9 apresenta a composicdo do meio basal empregado.

Tabela 9. Composicdo do meio basal

Componentes Quantidade
Fosfato de potassio 5049
Sulfato de magnésio 0,29

Cloreto de sodio 109

Tampao* g.s.p. 1L

*6,8 g/L fosfato de potassio; 0,4 g/L hidroxido de sodio (pH 6,0) (MORITA; ASSUMPCAO,
1968)
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Para a formulacdo do meio de producéo, o meio basal (Tabela 9) foi acrescido
de matéria-prima nacional e de rejeito industrial visando a reducdo dos custos de
producdo. Como principal fonte de carbono e energia foi empregado acucar cristal
(marca Unido) em substituicdo a glicose, carboidrato comumente utilizado na
formulacdo de meios para cultivo deste micro-organismo (DUAN; CHI; WANG, 2008;
WU et al., 2009; CHOUDHURY; SALUJA; PRASAD, 2011).

Como fonte de nitrogénio foi utilizado, sem tratamento prévio, um dos rejeitos
da industria cervejeira — a biomassa microbiana (levedura) esgotada — doravante
referida como levedura residual de cervejaria (LRC), considerando os bons resultados
obtidos em trabalho anterior (OLIVEIRA, 2010).

As concentracfes das fontes de carbono e nitrogénio foram definidas a partir
de planejamento experimental, em ensaios de bancada, descrito mais adiante (item

4.3.3). Os meios foram esterilizados a 121°C por 15 minutos.

4.3. Etapas Experimentais

A Figura 10 apresenta o esquema adotado para a realizacdo deste trabalho,

cujo detalhamento encontra-se a seguir (itens 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3 € 4.3.4).

metodologia para
ﬁ(‘it’: :1!’:1"30?; reducdo de pigmento
= (item 4.3.2)

\:> Definigdo das

concentragbesde Ce N -
Planejamento Experimental
(item 4.3.3)

——> Ressolubilizagdo/

™
. : Desenvolvimento de S
Selecdo da linhagem ——> Privacdo de luz (item 4.3.2.1)
—
/ Filtracdo (item 4.3.2.2)

Avaliagdo do efeito
da Aeracdo/Agitacio
(item 4.3.4)

C] C] [:] Ensaios conduzidos em frascos agitados

[:] Ensaios conduzidos em biorreator

Figura 10. Esquema das etapas experimentais.
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4.3.1. Selecao das linhagens microbianas

Foram realizados cultivos das trés linhagens microbianas (item 4.1) no meio de
producao (item 4.2.2) de modo a avaliar o potencial de sintese de biopolimero a partir
de acucar cristal e levedura residual cervejeira. Conforme anteriormente mencionado,
a producéo de pululana esta vinculada a forma unicelular do fungo. Por isso, foi dada
a devida atencdo a morfologia macroscopica das culturas durante o processo

fermentativo.

Para a sele¢do da linhagem também foi considerada a cogeracao de melanina,
uma vez que isto acarreta em custos posteriores para o tratamento do polimero com

vistas a remocéao do pigmento.

Nesta etapa, o processo fermentativo foi conduzido em frascos Erlenmeyers
contendo o meio de producao, consistindo do meio basal acrescido de 30 g/L de
acucar cristal e 2 g/L de LRC, conforme dados anteriormente obtidos (OLIVEIRA,
2010). Decorridas 96 h de incubagcdo a 28 = 1°C, a 150 rpm, os cultivos foram
avaliados macro e microscopicamente, e realizada a quantificagdo do polimero

produzido.

4.3.2. Estratégias para reducao de pigmento

Esta etapa se fez necessaria em face da ocorréncia de sintese de pigmento
pela linhagem selecionada quando cultivada em meio contendo como principal fonte

de carbono o acucar cristal, e LRC, como fonte de nitrogénio.

A cogeracao de melanina é um dos principais problemas na producédo de
pululana, que pode ser dependente da linhagem empregada e/ou das condi¢cbes de
cultivo (PRASONGSUK; SULLIVAN; KUHIRUN, 2005). Isto restringe a aplicagéo do
biopolimero no setor alimenticio e, principalmente, nas aplicacbes mais nobres, como

em vacinas.

Alguns tratamentos para descoloracdo do biopolimero recuperado foram
testados por Kachhawa, Bhattacharjee e Singhal (2003). Foram testados carvao
ativado, diferentes solventes organicos (puros e em mistura) e uma combinacéo de

KCI e solventes, sendo, segundo os autores, o tratamento com acetil metil cetona o

OLIVEIRA, J. D.



82

mais efetivo na remogao da cor, sem comprometer o rendimento. Entretanto, o

emprego de solventes pode ocasionar a degradagéo de pululana.

Em vista do exposto, no presente estudo, foram avaliadas duas estratégias
para reducéo da pigmentacéo do biopolimero produzido, contemplando o processo de
producdo e um método fisico de separacéo, conforme detalhado a seguir.

4.3.2.1. Primeira estratégia: privacao de luz

A sintese do biopolimero na auséncia de luz se respalda em trabalho realizado
por Lingappa e colaboradores (1963) citado por Gaad (1982). Segundo eles, a luz

estimula a producao de melanina por A. pullulans.

Nesta etapa, foram realizados cultivos em frascos Erlenmeyer sob agitacao a
150 rpm, por 96 h. Dos quatro cultivos concomitantemente realizados, dois frascos
foram recobertos com papel de aluminio de forma a evitar a exposic¢édo a luz (natural
e artificial), enquanto que os outros cultivos ndo foram privados da incidéncia
luminosa. Todos foram inoculados com igual concentracdo inicial de micro-

organismos (5 x 10° células/mL).

4.3.2.2. Segunda estratégia: ressolubilizacao e filtracdo do biopolimero

A melanina pode estar associada ao biopolimero de duas formas: fisica e/ou
guimica. A associacéo fisica ocorre pelo aprisionamento da melanina nos agregados
(entrelacamentos ndo organizados) de natureza glicidica ou deles com proteinas. Ja
a forma quimica se da por associacdo da melanina, que é uma proteina, ao
biopolimero (polissacarideo) por ligacdes hidrogénio, formando assim um complexo
polieletrolitico (LOPES, 1989; RINAUDO; MILAS; TINLAND, 1990 apud LOPES,
1996).

Portanto, a ressolubilizacdo em &gua teve como objetivo permitir a hidratacado
da macromolécula glicidica, provocando a sua “abertura”, de modo a propiciar o
desprendimento da melanina a ela associada de forma fisica. Isto se baseia na maior
afinidade do biopolimero pela agua, promovendo a liberagdo da melanina e uma
melhor solvatacdo do polissacarideo (WHISTLER, 1973 apud LOPES, 1989).
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Para tanto, nesta etapa, o biopolimero extraido do mosto fermentado por
precipitacdo com alcool etilico foi seco com jato de ar quente (biopolimero bruto) e, a
seguir, ressolubilizado em agua destilada, estabelecendo uma concentracao de 3 g/L.
Apoés 12 h sob agitacdo mecéanica a temperatura ambiente (sala aclimatizada a 25°C),
a solucao foi filtrada em membrana Millipore de 0,47 um de porosidade e, em seguida,
seca em liofilizador (biopolimero tratado).

Para fins comparativos, tanto o biopolimero bruto quanto o tratado foram
submetidos a andlise térmica, viscosimétrica e espectroscopica. Simultaneamente,
essas analises foram realizadas com pululana comercial referéncia da marca Sigma-
Aldrich.

4.3.3. Definicdo das concentracdes das fontes de carbono e de nitrogénio

De modo a reduzir os custos operacionais para a producdo de
exopolissacarideo pela cultura selecionada (item 4.3.1), e assim garantir a viabilidade
econdmica do processo, este estudo visou a definicdo dos parametros nutricionais de
maior relevancia. Para tanto, um planejamento experimental e andlise estatistica

foram adotados como ferramenta.

A manipulacdo das condicbes de fermentacdo permite controlar, além da
guantidade de biopolimero produzido, também a composicéo e as propriedades do
mesmo (SUTHERLAND, 1990 apud LIMA, 1999; BREEDVELD et al., 1993, LIN;
ZHANG; THIBAULT, 2007).

Nesta etapa, as fermentacdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyers de
500 mL de capacidade, contendo 100 mL de meio de producdo que constou do meio
basal (Tabela 9 — item 4.2.2) acrescido de diferentes concentracdes das fontes de
carbono (acucar cristal) e de nitrogénio (LRC), objetos deste estudo. Os experimentos
foram realizados por 96 h, com agitacédo de 150 rpm, & 28 £ 1°C e concentracao inicial

de células de 5,0 x 10° células/mL.
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4.4.3.1. Planejamento experimental e andlise estatistica

Com o intuito de avaliar a tendéncia das concentracbes de carbono e de
nitrogénio na producéo de pululana, foi realizado um projeto de experimentos do tipo
delineamento fatorial completo (BOX, 1978; BARROS NETO et al., 1995;
MONTGOMERY, 1997; CALADO; MONTGOMERY, 2003). Quando ha interesse em
analisar mais de um parametro em um processo, deve-se realizar um experimento
fatorial. Esta estratégia experimental consiste em variar todas as variaveis ao mesmo
tempo, o que possibilita, além de identificar a influéncia de cada parametro sobre o
sistema, também considerar qualquer possivel interacdo dele com outros parametros
(BARROS NETO et al., 1995; RODRIGUES, 2010).

Foi realizado um planejamento fatorial completo (2X), onde K é o nimero de
variaveis e 2 o nimero de niveis, resultando numa condicdo de 22 = 4, com ponto
central. Cada um dos experimentos foi realizado em duplicata, além de seis repeticdes
no ponto central, totalizando quatorze experimentos, contabilizadas as réplicas. A
inclusé@o do ponto central teve como intuito viabilizar o calculo do erro experimental e,
consequentemente, a verificacdo de falta de ajuste para o modelo escolhido, com o
menor numero de ensaios. Segundo Benicio e colaboradores (2001), duas repeticbes
para o ponto central seriam suficientes para o céalculo de erro experimental. Neste
caso, a escolha de mais repeticbes teve como intuito obter uma estimativa mais

precisa do erro.

Estabeleceu-se como nivel superior, representado pelo sinal +1, para as
variaveis concentracgao inicial de acucar cristal (X1) e concentracéo inicial de LRC (Xz):
70 e 8 g/L, respectivamente. Os niveis inferiores, representados por -1, foram: 30 e 2
g/L, respectivamente. Os valores utilizados foram definidos com base em informacdes
da literatura (GOKSUNGUR et al., 2005; CHOUDDHURY, SALUJA; PRASAD, 2011,
WU; CHEN; PAN, 2012; WU et al., 2009; 2012) e trabalho anteriormente realizado
(OLIVEIRA, 2010). A Tabela 10 apresenta um resumo das variaveis e dos niveis

empregados para o desenvolvimento do Planejamento Experimental.
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Tabela 10. Variaveis e niveis empregados no Planejamento Experimental

o Niveis (g/L)
Variaveis : :
Superior (+) Central (0) Inferior (-)
X1 70 50 30
X2 8 5 2

X1 — Concentracao Inicial de aglcar cristal (g/L);
X2 — Concentracéo Inicial de Levedura Residual Cervejeira (g/L)

Os experimentos foram desenvolvidos a partir de uma sequéncia aleatoria, de
modo a garantir a distribuicdo equanime das condi¢cdes estudadas. A matriz do

Planejamento esta representada na Tabela 11.

Tabela 11. Matriz referéncia de planejamento fatorial 22 com ponto central

X1 X2
Experimentos Concentracao Inicial Concentracao Inicial de
de Acucar Cristal LRC
1la; 1b - -
2a; 2b + -
3a; 3b - +
4a; 4b + +
5a; 5b; 5¢; 5d; 5e; 5f 0 0

(+) nivel superior; (0) nivel central; (-) nivel inferior

Como resposta para analise da importancia das variaveis na producédo de
pululana e da interacdo entre as variaveis, ao final do processo, foram feitas
determinacdes de: fator de conversdao (Yess), viscosidade absoluta do mosto
fermentado e massa molar. Esses dados analiticos também foram empregados na
elaboracdo do modelo empirico e, uma vez determinadas as variaveis do processo, 0
biopolimero recuperado do mosto fermentado nas condi¢des ideais foi caracterizado

com base em aspectos fisico-quimicos e reoldgicos.
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O tratamento estatistico dos dados foi realizado para cada variavel resposta
empregando o software STATISTICA (data analysis software system), versdo 5.5,
produzido pela StatSoft, Inc. (2004), sendo determinadas as superficies resposta e 0s

valores dos efeitos de cada um dos parametros estudados e suas interacdes.

Baseados no delineamento, os dados experimentais do planejamento
experimental foram ajustados de acordo com a equacdo empirica de 12 ordem

(Equacéo 10).

Y = Bo + BaX1 + B2X2 + B12X1X2 Equacéao 10

Onde:

Y — Fator de conversdao de substrato em biopolimero (Yrs — rendimento);
Viscosidade e Massa Molar;

Bo — constante;

B1 — coeficiente do termo linear Xi;

B2 — coeficiente do termo linear Xz;

Bi12 — coeficiente de interacd@o entre as duas variaveis independentes;

X1 — Variavel 1;

X2 — Variavel 2.

Todos os termos do modelo foram analisados de acordo com o teste pe F. O
teste t (Student) foi usado para determinar o significado estatistico dos coeficientes de
regressao dos parametros enquanto o teste F (Fisher), para analise de variancia
(ANOVA — Analysis of Variance), foi executado nos dados experimentais para avaliar
o significado estatistico do modelo. Os valores p foram usados como uma ferramenta
para conferir o significado de cada interacdo entre as variaveis, que, em troca, podem
indicar os padrfes das interacfes entre as variaveis. Em geral, a maior magnitude dos
valores do Teste t e a menor magnitude dos valores do valor p indica, a alta
significancia do coeficiente correspondente (MYERS; MONTGOMERY, 2002;
TANYILDIZI; OZER; ELIBOL, 2005).

4.3.4. Producao do biopolimero em biorreator

Esta etapa teve como propdsito avaliar o efeito da combinacdo aeracdo e

agitacdo, ou seja, disponibilidade de oxigénio, na biossintese de pululana e na sua
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qualidade. A disponibilidade de oxigénio é um fator importante para a producdo da
pululana, por ser o micro-organismo produtor aerdbio. Além disso, a sintese de
biopolimeros € um processo altamente dependente de energia, o que impde a
necessidade de um suprimento adequado de oxigénio para que o metabolismo celular
ocorra a satisfatoriamente. Por sua vez, a agitacao auxilia a transferéncia de massa
no sistema de fermentagcdo, misturando os constituintes do meio reacional e, assim
garantindo a homogeneidade do sistema. No entanto, altas velocidades de agitacdo
podem ser prejudiciais ao micro-organismo, uma vez que podem ocasionar 0 seu
cisalhamento e, por sua vez, afetar a producédo de polimeros (SHARMA; PRASAD;
CHOUDHURY, 2013).

Os ensaios foram conduzidos em biorreator de bancada, marca New
Brunswick, modelo BioFlo & Celligen 310 Fermentor/Bioreactor, de 3 L de capacidade
atil, contendo 1,2 L do meio de producédo, constituido de acucar cristal e LRC, nas
concentracfes definidas pelo planejamento experimental (4.4.3.1). A esterilizacao do
meio e do vaso de vidro foi realizada em separado, a temperatura de 121°C por 15 e

30 min., respectivamente.

O biorreator é equipado com sistemas de agitacdo, composto por 2 turbinas, e
de aeracdo, com filtro membrana de 0,45 um de porosidade. Dispbe ainda de
eletrodos de pH e temperatura, que permitem o monitoramento on line e seu controle
no decorrer do processo. Nao houve necessidade de controle do pH, uma vez que se
manteve inalterado ao longo do periodo total de ensaio, no valor ajustado inicialmente
de 6,0. A temperatura foi controlada a 28 + 1°C automaticamente por circulacdo de

agua.

Foram estudadas diferentes combinacfes de velocidade de agitacdo (150 e
300 rpm) e taxa de aeracdo (nula, 0,5 e 1,0 volume de ar/volume de meio x min*
(vvm)), conforme apresentado na Tabela 12. Esses valores foram definidos com base

em dados da literatura, e nas caracteristicas do biorreator.

OLIVEIRA, J. D.



88

Tabela 12. Condicbes aeracao/agitacdo ensaiadas em biorreator

Ensaio Aeracéo (vvm) Agitacédo (rpm)
1 0 150
2 0 300
3 0,5 150
4 0,5 300
5 1,0 150
6 1,0 300

Como indculo foi utilizado um pré-cultivo conforme descrito anteriormente (item
4.2.1.1). Para a inoculagédo, realizada em fluxo laminar previamente higienizado com
alcool 70% e esterilizado por luz ultravioleta por 15 min., foi tomado um volume do
pré-cultivo de modo a estabelecer no meio uma concentragédo inicial de 5,0 x 10°

células/mL. O processo fermentativo teve tempo total de 72 horas.

Terminado o processo, nos mostos fermentados foram estimados:

concentracdo de substrato residual e viscosidade absoluta.

Seguiu-se a recuperacdo dos biopolimeros produzidos a partir dos mostos
fermentados, de acordo com o item 4.4.5, sem a etapa adicional de ressolubilizacéo

e filtracdo do material. Os biopolimeros foram entdo analisados por TGA e FTIR.

4.3.5. Perfil Cinético da producéao de biopolimero em biorreator

Na condicdo ideal de aeracao e agitacéo, foi realizada nova fermentagéo, com
amostragens diarias para medicbes de substrato residual, pH, viscosidade e
concentracdo de biopolimero. O tempo total de processo foi de 120 h, definido com
base nos resultados obtidos em frascos agitados, considerando a produtividade

maxima e o escurecimento do meio fermentado (OLIVEIRA, 2010).

Ao final do processo, o biopolimero foi recuperado e tratado para
caracterizacdo por TGA, FTIR e RMN 3C.
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4.3.6. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro do biopolimero produzido

Neste trabalho foi avaliada a resposta citotoxica in vitro de culturas celulares
provenientes de neuroblastoma de camundongo (células cerebrais ainda nédo neurais
—N2A). Para a realizagao dos ensaios foi utilizado o teste do MTT (brometo de 3-[4,5—
dimetiltriazol-2-il]-2,5 difeniltetrazélio). Este teste é amplamente utilizado para
determinacao da viabilidade de células isoladas e mede a atividade mitocondrial das
células vivas capazes de metabolizar sais de tetrazolio. O MTT € um sal de tetrazolio
amarelo que é convertido, no interior da mitocondria, a azul de formazana por acao
de desidrogenases presentes em células vivas. Esse ensaio tem como principio que
a quantidade de formazan presente no meio € diretamente proporcional ao numero de
células vivas (RACUSEN et al., 1999).

Foram formados diferentes grupos de células: o grupo controle de viabilidade
celular, formado por células ndo expostas as solucdes de biopolimeros, apenas a
agua; o grupo de controle de morte, tendo sido tratadas com 10% de Triton
(detergente) e, os outros dois, tratados com solu¢cées do biopolimero obtido em
biorreator (1,0 vvm e 300 rpm), recuperado do mosto fermentado, apds seu tratamento
de purificacdo, e solu¢bes da pululana comercial referéncia (Sigma-Aldrich). A
concentracdo das solucdes de biopolimeros (obtido e padrdo) utilizada foi de 50 mg/L.
Os ensaios foram realizados pelos MsC. Leonardo Vazquez e Diana Cardoso
Pelizzari, no laboratério de Agregacdo de Proteinas e Amiloidoses, do Instituto de

Bioquimica Médica, localizado no CCS/UFRJ.

Apbs 24h, foram adicionados as células 20 ul de MTT (5 mg/ml em soro fetal
bovino), inclusive nos controles, e incubadas por 3h a 37°C. O meio foi removido
cuidadosamente a fim de preservar as células e, posteriormente, adicionado 150 pL
do solvente do MTT (4 mM HCI, 0,1% Nondet P-40 em isopropanol). Os testes foram
realizados em triplicata. Apds 15 minutos de incubacéo, foi realizada a medida da
absorbancia em 590 nm. A absorbancia obtida das células controle, ndo-tratadas, foi
considerada como 100% de viabilidade celular (MOSMANN, 1983).
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4.4. Metodologias analiticas

Na Tabela 13 encontram-se as metodologias empregadas para cada uma das
etapas descritas no item 4.3. As etapas estao descritas individualmente nos itens 4.4.1
ao 4.4.10.

4.4.1. Concentracéao celular

A contagem de células para a padronizacdo do indculo foi realizada em
microscopio Optico com auxilio da cadmara de Neubauer (VIEIRA et al., 1979;
KLINGEBERG; VORLOP; ANTRAKINIAN, 1990; SIMON; CAYE-VAUGEN;
BOUCHONNEAU, 1993). Com este fim, amostras do mosto fermentado foram
adequadamente diluidas para permitir uma contagem total entre 200 e 300 células no
volume de 1 mm? correspondente aos 25 quadrantes centrais da camara (SIMON,
CAYE-VAUGEN; BOUCHONNEAU, 1993).

4.4.2. Substrato residual

A concentracdo de sacarose foi determinada através do método colorimétrico
Somogyi (1945) em aliquotas do mosto fermentado, previamente hidrolisadas com
HCI 2 N a 65-70°C/10 minutos, livre de células.

4.4.3. Viscosidade do mosto fermentado em regime isotérmico

Durante a producédo do biopolimero, o meio desenvolve caracteristicas nao
newtonianas e pode apresentar um comportamento de fluido pseudoplastico, no qual
a viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento. Essa mudanga no
comportamento reolégico do meio pode ser ocasionada pela producdo de
exopolissacarideos pelos micro-organismos (KUMAR; MODY; JHA, 2007). Assim, a
reologia pode ser usada como parametro para monitorar a producéo e qualidade do

exopolissacarideo.
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Tabela 13. Metodologias empregadas para cada uma das etapas

Etapa experimental

Analises

Selec¢édo da linhagem
de A. pullulans
(Item 4.3.1)

Avaliacdo do crescimento micro e
macroscopico do cultivo

Desenvolvimento de

Avaliacdo da pigmentacéo do

Privacéo de luz
mosto

(Item 4.3.2.1)

metodologia para
reducao da
coproducdo de
melanina
(Item 4.3.2)

Recuperacao do biopolimero;
Ressolubilizacao/Filtracédo Rgssglub!llzagao © .Flltra(;ao;N
Avaliacédo visual da pigmentacéo
(Item 4.3.2.2) . .
do biopolimero recuperado; Massa
Molar; FTIR; TGA

Definicao das
concentracoes iniciais
deCeN-
Planejamento
Experimental
(Item 4.3.3)

Substrato residual; viscosidade do
mosto; recuperacao do
biopolimero; rendimento; massa
molar; analise estatistica
(planejamento experimental)

Primeira etapa (selecao)

Condicao Selecionada ~ : .
(Concentracao Inicial de Recuperacao do biopolimero;
centrac TGA; FTIR; RMNC

acucar cristal e LRC)

Avaliacao do efeito
Aeracao/Agitacado em
biorreator
(Item 4.3.4)

Substrato residual; viscosidade do
mosto; recuperacao do
biopolimero; rendimento;

o o Avaliagéo visual da pigmentagéo
Primeira etapa (sele¢ao) do biopolimero recuperado; TGA;

FTIR; viscosidade do biopolimero
recuperado em diferentes
concentracoes
Substrato residual; viscosidade do
Perfil Cinético da produgéo : n,]OStO; recuperagao d.o "
em biorreator blopglltngro;-rendlrnento; cinética
Perfodo de 120 h do oxigénio dlssolwd_o, TGA; FTIR;
RMN 13C; avaliacdo da
citotoxicidade do biopolimero
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Figura 11. Esquema da geometria cone-placa (o-angulo entre o cone e a placa, R- raio do
cone).
Fonte: LOPES (1996); STEFFE (1996)

A determinacéo da viscosidade do caldo fermentado centrifugado, ou seja, livre
de células, foi realizada no Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano/IMA-
UFRJ, empregando redmetro Advanced Rheometer (AR) 2000, com geometria cone-

placa (Figura 11), diametro 60 mm e angulo de 1°.

4.4.4. Viscosimetria das dispersbes de biopolimero em diferentes

concentracdes e em regime isotérmico

As amostras (biopolimeros obtidos em biorreator e pululana comercial padréao)
foram dispersas em agua destilada de forma a apresentar concentracdes brutas de 1,
5 e 10% m/v. A determinacao da viscosidade dos biopolimeros em dispersao aquosa
foi realizada nas mesmas condi¢cdes do ensaio anterior (item 4.4.3), no Instituto de

Macromoléculas Professora Eloisa Mano/IMA-UFRJ.
4.4.5. Recuperacéo e purificacdo do biopolimero

Os biopolimeros produzidos foram recuperados por tratamento do meio
fermentado livre de células com etanol. Para tanto, o meio fermentado foi
primeiramente aquecido a 100°C, para inativagcdo das células, e, em seguida,
centrifugado (Beckman Couter Avanti J-301) a 12.000 rpm, a 4°C por 15 minutos, para

remocao das células.
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Para precipitagdo do biopolimero, o mosto fermentado livre de células foi
lentamente vertido em alcool comercial (97,8%), na proporcao 1:4. A seguir, foi lavado
com solucdes alcodlicas, em concentracdes crescentes de etanol, de 70%, 80%, 90%
(v/v) até etanol absoluto. Esse procedimento foi repetido por trés vezes consecutivas.
O biopolimero obtido foi colocado em filtro sinterizado grau 3 de porosidade para

secagem por volatilizacdo do alcool com jato de ar quente.

4.4.6. Rendimento (Yrss)

A partir dos dados obtidos do biopolimero e substrato residual, foi possivel
calcular os fatores de conversdo de sacarose em biopolimero (Yrss), dado pela

Equacao 11:

Py —F
F "0
Equacéo 11

onde S e P representam as concentracdes da fonte de carbono e de produto
(biopolimero), respectivamente. Os subindices f e O representam os valores finais e

iniciais das respectivas variaveis.

» Caracterizacdo dos biopolimeros

Véarios métodos podem ser empregados para caracterizar as propriedades e a
estrutura dos biopolimeros (AMASS; AMASS; TIGHE, 1998). Estudos
espectroscopicos podem ser usados para caracterizar a composicdo dos polimeros
como, por exemplo, infravermelho com transformada de Fourier, Raman, ressonancia
de spin de elétrons, ressonancia magnética nuclear (RMN H e RMN!3C) e
espectroscopia de ultravioleta/visivel. A caracterizacdo de massas molares pode ser
obtida pelo emprego das mais variadas técnicas, como por exemplo, viscosimetria e

cromatografia de permeacéo em gel (GPC).

Para a determinacdo da curva de distribuicio de massas molares, a
cromatografia por permeacéao em gel (GPC) é o método mais empregado, usando

padrdes para montagem da curva de calibracéo.
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Neste trabalho, os biopolimeros precipitados foram submetidos a
caracterizagao fisico-quimica. Para isso, foram realizadas analises de espectrometria
de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
ressonancia nuclear magnética (RMN 13C), cromatografia de permeacdo em Gel
(GPC) e andlise térmica (TGA) e viscosimétrica em regime isotérmico do mosto e de
dispersdes em agua destilada.

4.4.7. Andlise espectroscopica de absorcdo na regido do infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

Esta analise foi realizada em espectroscépio de absorcdo na regido do
infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), modelo Excalibur 3100 FT-IR
(Varian), utilizando acessoério de reflexdo total atenuada (ATR), no Instituto de
Macromoléculas Professora Eloisa Mano/IMA-UFRJ pela MSc. Marcia Benzi.

Como referéncia, foi realizado também o espectro de pululana comercial
referéncia (Sigma-Aldrich, cédigo P4516), comercialmente disponivel, a qual também
é produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans. Para cada amostra de biopolimero

foram feitas 100 varreduras com resolucéo de 4 cm™.

4.4.8. Ressonancia Magnética Nuclear

Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (*3C) das amostras de
biopolimeros foram obtidos em um espectrdmetro Fourier transform Bruker Avance
DRX 500 em solu¢do de D20 (1,8%) a 70°C. DSS (4,4-Dimethyl-4-silapentane-1-
sulfonic acid, em portugués, sal sédico de acido 3-(trimetilsilil)-1-propanossulfénico)
foi utilizado como referéncia interna (0,0 ppm para *3C). Espectros de*C HSQC foram
obtidos utilizando um programa de pulso fornecido pelo aparelho. As analises foram
realizadas pela Doutoranda Clara, no laboratério chefiado pela Profa. Dra. Regina
Célia Monteiro de Paula, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica, da

Universidade Federal do Ceara.
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4.4.9. Estimativa da massa molar por Cromatografia de Permeacdo em Gel

O volume de eluicéo (Ve) foi determinado por cromatografia de permeacéo
em gel em cromatografo SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de refracdo
RID-6A, coluna Ultrahydrogel linear 7,8 x 300 mm, com fase mével de NaNOs 0,1
mol/L, fluxo de 0,5 mL/min e o volume de amostra foi de 50 uL. As amostras foram
preparadas na concentragao de 0,1% (m/v), filtradas em membrana Millipore com 0,45
pum de porosidade e adicionado etilenoglicol como referéncia interna. A curva de
calibracédo para a determinacdo da massa molar foi construida utilizando-se solucdes
padroes de pululana (Shodex P-82, da Shawa Denko) com massas molares no
intervalo de 5,9 x 102 a 7,8 x 10° g/mol. A andlise dos cromatogramas dos padrdes de
pululana permitiu estabelecer uma relacéo linear entre o log Mpk (logaritimo da massa
molar dos padrdes) e os respectivos valores de volume de eluicdo (Vel), definidos
pelos picos de cada padrao. Deste modo, com estes pares de valores, foi possivel
construir a curva de calibracdo, através da qual, obteve-se a equacdo da reta
apresentada na Equacéo 12:

log Mpk = 14,35-0,948 Ver  (R?=0, 994) Equacéo 12

Esta analise foi realizada pela Doutoranda Clara, no laboratério de
responsabilidade da Profa. Dra. Regina Célia Monteiro de Paula, Departamento de
Quimica Organica e Inorgéanica, da Universidade Federal do Ceara.

4.4.10. Anélise Térmica

As técnicas de Termogravimetria e Termogravimetria Derivada (TG/DTG) foram
utilizadas para estudar a estabilidade térmica e teor de umidade e inorganicos das
amostras dos biopolimeros obtido a partir das linhagens de A. pullulans e da pululana
comercial padréao. Para isso, foi utilizado o TGA Q500 (TA Instruments, USA) V6.7 em
atmosfera inerte (N2) com vazao de nitrogénio de 40 mL/min na balanca e 60 mL/min
na amostra, corridas na faixa de temperatura entre 30 a 700°C, a uma taxa de
aguecimento de 10°C/min. As anadlises foram realizadas no Instituto de

Macromoléculas Professora Eloisa Mano/IMA — UFRJ pela Dra. Léa Lopes.
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4.4.11. Analise dos elementos inorganicos

O rejeito industrial (LRC) e a amostra de biopolimero obtida apds condicbes
selecionadas foram analisados para avaliagdo dos elementos inorganicos presentes,
utilizando espectrometro por fluorescéncia de raio-X — (WDS), modelo AXIOS
(Panalytical). As cinzas das amostras foram obtidas em equipamento Leco TGA-701,
com primeira rampa com taxa de aquecimento de 10°C/min de 25-107°C e segunda
rampa com 40°C/min de 107-1000°C. O ensaio é finalizado apds 3 pesagens
sequenciais idénticas. As cinzas foram preparadas em prensa automatica X-PRESS
(molde de 20 mm, P = 25ton e t = 30s), utilizando como aglomerante acido borico na
propor¢cdo 1:0,5 (2g da amostra para 1g de acido bdrico). Os resultados semi-
quantitativos foram expressos em %, calculados como 6xidos normalizados a 100%.

As analises foram realizadas no CETEM por Jaqueline Veloso de Oliveira.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecéo da linhagem microbiana

A Figura 12 apresenta as imagens dos cultivos das trés linhagens de A.
pullulans no meio de producdo a base de acgucar cristal e levedura residual de
cervejaria (LRC) para 96 h de fermentacdo. E nitida a diferenciagdo das culturas

testadas quanto ao aspecto macroscopico e a sintese de pigmento escuro.

Figura 12. Observa¢gGes em microscopio optico do crescimento das linhagens de A. pullulans
IOC 3011 (A), IOC 3775 (B) e ATCC 42023 (C) em meio de producéo contendo 30 g/L de
acucar cristal e 2,0 g/L de levedura residual de cervejaria.

Em relacdo & morfologia celular, nota-se que o crescimento das linhagens IOC
3775 e ATCC 42023 levou a formacao de pellets (Figuras 12 B e C), o que € indicativo
de crescimento micelial do micro-organismo sob agitacdo. No entanto, para a cultura

IOC 3011, o crescimento foi caracteristico de células leveduriformes (unicelular).

O crescimento distinto das linhagens fungicas foi confirmado por analise
microscoépica das amostras dos meios fermentados (Figura 13). A linhagem I0C 3011
foi a Gnica a apresentar desenvolvimento unicelular quando cultivada em meio a base
de acgucar cristal e LRC. As demais formaram pellets com hifas fortemente
compactadas, e pouco “cabeludos” (hairy pellets), com raras hifas dispersas
(WHITAKER; LONG, 1973 apud SANTOS, 2008). No entanto, houve diferenciagéo
guanto ao numero e ao diametro, conforme pode ser constatado visualizando as

imagens B e C da Figura 13.
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Figura 13, Observagoes ‘6ptico de A. pullulans [A- linhagem 10C 3011
(aumento de 100x, com 6leo de imersédo); B- IOC 3775 (aumento de 40x); C- ATCC 42023
(aumento de 10x).

Para fungos polimérficos, como anteriormente mencionado, tem-se que as
condi¢des de cultivo influenciam sobremodo o tipo de crescimento, filamentoso ou
unicelular (SIMON; CAYE-VAGIEN; BOUCHONNEAU, 1993; ROUKAS, 1999;
CAMPBELL et al., 2004). Por sua vez, a morfologia esta diretamente atrelada a
sintese da pululana, uma vez que a producao do biopolimero € intensificada quando
0 micro-organismo esta na forma unicelular (CAMPBELL et al., 2004). Também foi
demonstrado por Simon, Caye-Vaugien e Bouchonneau (1993), que nao ha formacao

de pululana quando a percentagem de hifas é igual ou superior a 3%.

Particularmente para a linhagem A. pullulans ATCC 42023, a formacdo de
pellets pode ser devida a composicédo do meio, visto que em outros estudos, a cultura
se apresentou na forma unicelular (LEE et al., 2001; WEST, 2011). Provavelmente,

um ou mais constituintes da LRC podem ter induzido a filamentacéo.

O crescimento filamentoso da linhagem IOC 3775 também pode ser associado
as condi¢des de cultivo, uma vez que o seu cultivo em meio Sabouraud apresentou

apenas células individualizadas.

Corroborando a literatura, nos mostos fermentados com as linhagens I0C 3775
e ATCC 42023, ou seja, onde foi constatado crescimento filamentoso, nao foi
detectada a presenca de biopolimero. J4 para a linhagem I0C 3011, foi possivel
recuperar 12 g/L de biopolimero em massa seca, apos tratamento do mosto

fermentado, livre de células, com etanol.
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Apesar da linhagem IOC 3011 ter sido a Unica capaz de sintetizar biopolimero
em meio constituido de agucar cristal e LRC, a producdo foi acompanhada da
cogeracao de pigmento (Figura 12 A). Nota-se que o escurecimento do meio ja foi

visualizado com 48 h de cultivo.

A sintese de melanina interfere na coloracdo do meio de producdo, que varia
de verde escuro até negro (KACHHAWA; BHATTACHARJEE; SINGHAL, 2003), o que
implica em aumento do custo de producdo em consequéncia da necessidade de maior
namero de etapas downstream para a obtenc&o de pululana nos padrées comerciais,

a depender do tipo de aplicacao.

Com base na literatura cientifica, e nos resultados obtidos, fica claro ser de
fundamental importancia a selecdo da linhagem quando da busca por meios
formulados com matérias-primas nao convencionais. No presente estudo, a Unica

opcéo foi dar continuidade ao trabalho com a linhagem A. pullulans I0C 3011.

Alguns autores sugerem o0 emprego de linhagens mutagénicas nao
pigmentadas, mas que, em geral, levam ao comprometimento da produtividade de
pululana (TARABASZ-SZYMANSKA; GALAS, 1993; YU et al., 2012). Assim, antes de
dar inicio ao estudo da formulacdo do meio para melhoria do rendimento ou
produtividade do processo, com reducdo dos custos de producédo, foram avaliadas
algumas estratégias para reducao da cogeracao do pigmento ou para sua separagcao

durante a etapa de recuperacao do biopolimero.
5.2. Estratégias para reducédo de pigmento

5.2.1. Primeira estratégia: privacao de luz

A realizagao desse teste foi instigada uma vez que relatos da literatura vinculam
a producdo de pigmentacéo a presenca de luz, alguns sugerindo que as melaninas
sdo fatores de protecdo de fungos (BELL; WHEELER, 1986; GONCALVES;
ALEXANDER, 2005 apud ZHENG et al., 2008).

A Figura 14 apresenta os cultivos microbianos apods fermentacao da linhagem
IOC 3011, com e sem incidéncia de luz. Como pode observado, os cultivos nas duas

condi¢Oes testadas apresentaram intensa pigmentacdo. Entdo, pode-se concluir que,
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para esta linhagem, a producdo de melanina independe da exposicado a radiacédo
luminosa, embora esse pigmento seja reconhecidamente um fator de protecao contra
a luz UV (LINGAPPA et al., 1963 apud GAAD, 1982). Ao contrario, Gaad (1982)
observou que a presenca de luz, além de estar associada a pigmentacdo do fungo

Microdochium bolleyi, também favorecia seu crescimento.

A

Figura 14. Mostos ap6s fermentacdo com exposicdo a luz artificial no periodo diurno (A) e
sem exposicao a luz (B).

Trabalhos realizados com a levedura Cryptococcus neoformans também
associaram a producao de melanina a presenca de luz. De fato, os autores citam que
a melanina é produzida pela enzima lacase que, por sua vez, € estimulada com a
presenca de radigéo ultravioleta (PETER, WILLIAMSON; SHOSUKE, 1998; BUENO;
PEREIRA; LATERCIA, 2008).

Chang (2009) estudou o efeito da cor da luz — branca, azul (470 nm) e vermelha
(640 nm) — e diferentes intensidades na producdo de exopolissacarideo por A.
pullulans em biorreator CSTR (continuous stirred tank reactor, em portugués, reator
tanque agitado continuo). Houve consumo de substrato em todas as condi¢cdes
luminosas ensaiadas. Porém a cor e a intensidade da luz tiveram efeito diferenciado
tanto na pigmentacdo quanto no rendimento de biopolimero; em alguns casos
ocasionando uma reducgdo expressiva da sintese do EPS. A luz azul e intensidades
de 0,01 e 0,02 fétons favoreceram a sintese de EPS (aprox. 0,4 g/g) e de melanina
(aprox. 0,7 g/g), enquanto que na auséncia de luz, os rendimentos foram de 0,35 g/g
e 0,54 g/L, respectivamente. Segundo os autores, a luz vermelha estimulou apenas a

producdo de melanina, e a luz branca inibiu a sintese de EPS.
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Segundo Gadd (1980) citado por Zheng e colaboradores (2008), a producéo de
melanina n&o depende da incidéncia de luz, mas sim da concentrag&o de nitrogénio.
A inducdo da producdo de melanina pela limitacdo deste elemento provavelmente
pode ter sido a causa da pigmentacdo do cultivo (Figura 14), uma vez que a
concentracéo de nitrogénio no meio de producéo avaliado era de aproximadamente
0,13 g/L de nitrogénio (2 g/L de LRC).

Entretanto, cabe ressaltar que, segundo varias publicacbes, a condicao
limitante de nitrogénio € a ideal para a producao de pululana (SEVIOUR et al., 1992;
CHI; ZHAO, 2003; NAMPOOTHIRI et al., 2003). Tal fato foi confirmado em trabalho
anterior (OLIVEIRA, 2010) para linhagens A. pullulans IOC 3467 e 10C 3011, no qual
a elevacédo da concentracao inicial da fonte de nitrogénio (LRC) privilegiou o aumento

de biomassa em detrimento da sintese do biopolimero.

Uma vez que a pigmentacdo da cultura ndo foi inibida pela privacdo de luz
durante o processo fermentativo, foi avaliada uma segunda estratégia, consistindo de

um tratamento downstream.

5.2.2. Segunda estratégia: ressolubilizacao e filtracdo do biopolimero produzido

A Figura 15 (A e B) apresenta os aspectos macroscopicos das amostras de
biopolimero antes (biopolimero bruto) e apods tratamento (ressolubilizacdo da
biopolimero bruto, seguida de filtracdo), respectivamente, e da pululana comercial
referéncia (Figura 15 C). Pode-se observar semelhanga nas texturas das trés
amostras, embora a pigmentacédo na tratada tenha sido bem reduzida, mas néo téo
clara se comparada a pululana comercial padrdo. No entanto, cabe mencionar que a
pululana comercial testada € de alta pureza, ndo sendo informado emprego de
tratamento posterior a producdo. Uma possibilidade é o emprego de agentes

clarificantes.
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Figura 15. Aspectos macroscopicos dos biopolimeros: (A) biopolimero bruto, (B) biopolimero
tratado e (C) pululana comercial referéncia (Sigma-Aldrich).

A fim de determinar se havia interferéncia do tratamento realizado na qualidade
dos biopolimeros, as trés amostras (biopolimero bruto, tratado e pululana comercial)
foram analisadas quanto a massa molar e termicamente para avaliar o seu grau de
impurezas. As amostras também foram analisadas por FTIR para definir a natureza

quimica dos biopolimeros. Os resultados obtidos séo apresentados a seguir.
% Massa molar

A Figura 16 (A e B) contém os cromatogramas de permeacdo em gel para as
amostras de biopolimero bruto e tratado, respectivamente. Nos gréaficos constam os
valores correspondentes aos picos do produto analisado, de eluente e da referéncia
interna. Os volumes de pico, isto é, os volumes referentes aos picos dos produtos
(aprox. 9,5 mL) e da referéncia interna (aprox. 12,5) foram aplicados na Equacéo 12
(item 4.3.10) para calculo da massa molar. Foram obtidas massas molares de 2,23 x
10° e 1,98 x 10° g/mol para os biopolimeros bruto e tratado, respectivamente.
Portanto, o tratamento de ressolubilizacao e filtragao foi eficiente para o clareamento

do biopolimero, sem comprometer sua massa molar.
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Figura 16. Cromatogramas para as amostras de biopolimero bruto (A) e tratado (B) [picos: 1-
amostra; 2- referéncia interna (Pululana da Shawa Denko); 3- eluente (etilenoglicol)].

Outros estudos apresentam massas molares variando de 5,8 x 10% a 1,0 x107

g/mol, dependendo das linhagens empregadas e das condi¢des de cultivo (SLODKI;
CADMUS, 1978; POLLOCK, THORNE; ARMENTROUT, 1992; WILEY et al., 1993;
LEE et al.,, 2001; SEO et al.,, 2004, YU et al.,, 2012; SUGUMARAN et al., 2013).

Portanto, pode-se inferir que os biopolimeros produzidos neste trabalho se mostram

adequados para aplicacdo em diferentes segmentos industriais, compativeis com o

valor da massa molar.
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« Analise Térmica

A estabilidade térmica das amostras é mostrada na Figura 17 (A, B e C), que
apresenta os perfis de termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG) dos
biopolimeros bruto, tratado e da pululana comercial padrédo, respectivamente. Pode-
se observar que as trés amostras exibiram dois estdgios, o primeiro sugerindo a
eliminacao de agua e o segundo a decomposicdo do material organico, sendo ambos

estagios bastante similares entre as amostras.

A andlise do DTG (Figura 17) mostra perfis similares para as trés amostras,
embora a pululana comercial tenha apresentado pico de DTG mais estreito, 0 que
pode refletir uma maior homogeneidade da estrutura do material. A observacéo de
picos de DTG mais largos pode estar relacionada a presenca de oligossacarideos ou
biopolimero de baixa massa molar nas amostras de pululana bruta e tratada. Esta
analise também permitiu a determinacdo das temperaturas onde ocorrem velocidades
maximas de decomposicdo (Twmax) que foram de 298; 306 e 317°C para 0s
biopolimeros bruto (Figura 17 A) e tratado (Figura 17 B), e para a pululana comercial
(Figura 17 C), respectivamente. Pode-se observar que houve um ligeiro aumento da
TwmAx apoOs o tratamento com filtragdo, o que pode estar associado a remocgéo de
impurezas organicas, em particular, do pigmento, melhorando assim a estabilidade

térmica do biopolimero.

Teramoto e Shibata (2006) estudaram algumas propriedades térmicas para
pululana pura e seus derivados acetilados, em diferentes graus. A temperatura
maxima de decomposi¢ao para a pululana ndo acetilada foi de 295°C, enquanto que
as amostras acetiladas apresentaram Twmax variando de 306 a 363°C. Isso mostra que,
através de modificacdo quimica adequada, a temperatura de decomposicao térmica

da pululana pode ser aumentada, caso iSso seja de interesse para a aplicagéo.

Em 2008, Prasad e colaboradores analisaram termicamente blendas de
hidroxipropil metilcelulose/pululana em diferentes proporgdes (100/0; 70/30; 50/50 e
30/70) e obtiveram, respectivamente, Twmax iguais a 352, 355, 347 e 344°C, enquanto
que a da pululana pura foi de 322°C. Novamente, percebe-se a possibilidade de
melhorar a estabilidade térmica da pululana a partir de sua manipulacao.
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Analisando ainda a Figura 17, tem-se que, ao atingir 700°C, a quantidade de
matéria inorganica correspondeu a 31,55% para o biopolimero bruto (Figura 17 A),
enguanto que para o biopolimero tratado o valor foi de 29,76% (Figura 17 B). Portanto,
a etapa de filtracéo realizada no biopolimero bruto, apesar de efetiva na remocéo de

matéria organica, praticamente ndo contribuiu na reducao do material inorganico.

A presenca de material inorganico nas amostras de biopolimero pode ser
oriundo do meio de producao, cuja composicao inclui componentes inorganicos como
fosfato de potéssio (5 g/L), sulfato de magnésio (0,2 g/L), cloreto de sédio (1 g/L) e 2,0
g/L de LRC, matéria prima rica em sais minerais, como por exemplo, selénio
(YAMADA et al., 2003). E valido observar que a pululana comercial referéncia (Figura
17 C) também apresentou material inorganico remanescente, entretanto, em menor
guantidade (8,3%). A maior pureza ratifica o emprego de algum processo downstream,
ja que os meios empregados para a producdo de pululana séo constituidos de sais

minerais.

Sugumaran e colaboradores (2014) também determinaram a temperatura de
decomposicao da pululana obtida a partir de fermentacéo em estado sélido. Os dados
por eles apresentados no trabalho mostram uma grande quantidade de residuo, de
aproximadamente 40%, em 600°C. Analogamente a presenca de residuo (aprox.
20%), em 500°C, em amostra de pululana comercial foi observada por Prasad e
colaboradores (2008).

A Tabela 14 apresenta os dados referentes as temperaturas de degradacéo do
estagio principal, compreendendo a temperatura inicial (Tonser) € final. Os valores sédo
consistentes com os dados da literatura (REKHA; SHARMA, 2007; SINGH; SAINI;
KENNEDY, 2008; OGUZHAN; YANGILAR, 2013; SUGUMARAN et al., 2014).
Segundo esses autores, a pululana se decompde em altas temperaturas, entre 250 e
280°C, sem a formacao de gases toxicos. Do ponto de vista de aplicacéo, portanto a
pululana desponta em fun¢éo da sua termoestabilidade.
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Figura 17. Curvas de Termogravimetria (TG) e Termogravimetria Derivada (DTG), em
atmosfera de nitrogénio, até 700°C para biopolimero bruto (A), biopolimero tratado (B) e
pululana comercial referéncia (Sigma-Aldrich) (C).
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Tabela 14. Temperatura de degradacdo das amostras obtidas e da literatura

Temperatura de degradacao

Amostras

Inicial (°C) Final (°C)
Biopolimero Bruto 265,1 343,1
Biopolimero Tratado 269,3 345,0
Pululana Comercial Padrdo™ 298,4 335,5
Pululana Comercial " 209,0 -

"1 Sigma Aldrich; "2 Prasad et al. (2008)

E possivel observar que houve um pequeno aumento da temperatura inicial de
decomposicédo entre os biopolimeros tratado e bruto, o que sugere que a estabilidade
nao foi afetada pelo tratamento. Entretanto, a temperatura inicial de degradacédo do
biopolimero tratado em relacdo a pululana comercial referéncia estudada foi 29°C

menor, o que indica ser a comercial termicamente mais estavel.

De acordo com dados estimados por outros autores (PRASAD et al., 2008;
SUGUMARAN et al.,, 2014), pode-se afirmar que os biopolimeros obtidos nesse
trabalho, tanto o bruto quanto o tratado, sdo termicamente estaveis. Também a
modificacdo quimica da pululana por acetilacdo resultou em pequenos decréscimos
da Tonser na faixa de 153 a 193°C, como consequéncia da quantidade de radicais
acetilas na molécula (TERAMOTO; SHIBATA, 2006). Em 2008, Prasad e
colaboradores analisaram termicamente blendas de hidroxipropil
metilcelulase/pululana em diferentes proporcbes (100/0; 70/30; 50/50, 30/70 e
pululana pura) e obtiveram, respectivamente, Tonser em 178, 225, 213, 191 e 209°C.
Provavelmente, a variacdo da estabilidade das pululanas est4 associado ao tamanho
das moléculas (massa molar), a presenca de contaminantes, ao estado de agregacao

das moléculas, entre outros fatores (LOPES, 1996).
% FTIR

Os espectros das trés amostras de pululana na regido do 1V sdo apresentados
na Figura 18 e tiveram como finalidade comparar a natureza quimica dos biopolimeros

das amostras.
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Analisando a figura, nota-se que as amostras de biopolimero bruto (Figura 18
A) e tratado (Figura 18 B) apresentam véarias bandas em comum entre si e em relagéo
a pululana comercial referéncia (Figura 18 C). As bandas presentes na regiao de 2940-
2840 cm sdo atribuidas ao estiramento vibracional simétrico e assimétrico de grupos
CH:z e ao estiramento vibracional de CH. Em 1020 cm, ocorre uma deformacéo axial
de C-O de &lcoois primérios. Também é possivel observar uma absor¢ao na regiao
1080 cm, que corresponde a deformacédo axial simétrica de C-O-C, e ainda numa
ligacéo glicosidica, e em 1162 cm™ que corresponde a deformacéo axial assimétrica
C-O-C. A banda de absorcédo em 1640 cm™ corresponde a banda de agua (H-O-H). A
banda na regido de 1790 - 1740 cm™ esta associada ao estiramento vibracional de
grupos carboxilicos (deformacédo axial de C=0 de acetato), enquanto que em 1629
cmtem-se a deformacédo assimétrica do grupamento C=0. Na faixa espectral 3440 -
3300 cm™ ocorre uma banda larga de absorcdo, caracteristica do estiramento e
deformacéo axial de grupos hidroxila (O-H), participantes das interacdes tipo ligagdes

hidrogénio.

Seo e colaboradores (2004) observaram uma forte absorcdo em 3380 cm, o
que, segundo eles, indica que as pululanas apresentam algumas unidades repetidas
de OH, como ocorre em acgUcares. Os autores observaram ainda que todas as
amostras de pululana por eles analisadas apresentaram uma forte absorcdo em 2300
cm™ indicativo de carbono sp®. Fato este que também pode ser observado na Figura
18.

Segundo Freixo e colaboradores (2002), as ligacGes existentes entre o
grupamento O-H sdo muito fortes, o que leva a uma menor vibracdo das moléculas e
resulta em uma banda larga quando as amostras sao analisadas no infravermelho. As
mesmas bandas foram também observadas por Bumbu e colaboradores (2002),

Sugumaran e colaboradores (2013).

A partir dos dados obtidos para a analise de FTIR pode-se inferir que o0s
espectros das pululanas recuperadas (bruta e tratada) sdo bem semelhantes ao
espectro da pululana comercial, bem como os da literatura. Assim sendo, pode-se
indicar que a natureza quimica do biopolimero produzido neste estudo a partir de

fontes renovaveis e de baixo custo corresponde a da pululana.
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Por fim, ainda com base nos resultados obtidos, tem-se que o emprego de

tratamento adicional (ressolubilizagéo e filtracao) foi o que permitiu a obtencao de um

biopolimero mais claro.
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Figura 18. Espectros na regido do infravermelho do biopolimero bruto (A); biopolimero tratado
(B), ambos recuperados dos mostos em 96 h de fermentacao e pululana comercial referéncia

(C) (Sigma-Aldrich).
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5.3. Definicdo das concentracfes das fontes de carbono e de nitrogénio

Conforme descrito no item 4.3.3, 0 presente projeto de planejamento teve como
objetivo estudar a influéncia das concentracfes iniciais da fonte de carbono (acucar
cristal) e da fonte de nitrogénio (LRC) na viscosidade do mosto, no rendimento de
biopolimero e na sua massa molar. Os resultados dos experimentos para esse

planejamento experimental sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Resultados experimentais para as respostas em Rendimento (Yrss),
Viscosidade e Massa Molar, relativos ao Planejamento Experimental

Variaveis Respostas
X1
Experimentos Concentracéo Xz Yeis Viscosidade Massa Molar
Inicial de  concentracao (Pa.s) (g/mol)
, . Inicial de LRC '
aclcar cristal

la 0 0,00228 ND

30 (- 2 (- '
1b ©) ©) 0 0,00213 ND
2a 0 0,00275 ND

70 (+ 2 (- '
2b ™) 0 0 0,00241 ND
3a 0,43 0,0167 1,17 x 10°

30 - 8 + i) i) H
3b ©) ) 0,41 0,0177 1,33 x10°
da 0,23 0,0141 1,9x10°

70 + 8 + i) i) H
4b ™) ) 0,29 0,0137 1,18 x 10°
5a 0,42 0,0182 1,43 x 10°
5b 0,38 0,0183 1,56 x 10°
5c 50 (O) 5 (0) 0,47 0,0184 1,17 x 10°
5d 0,55 0,0184 0,98 x 10°
5e 0,34 0,0189 2,49 x 10*
5f 0,40 0,0186 2,0 x 10*

LRC — Levedura Residual de Cervejaria; Y — Fator de conversao; P — Produto; S — Substrato Convertido;
ND — N&o Detectado; a, b, ¢, d, e, f — réplicas dos experimentos

As analises viscosimétricas realizadas para as diferentes amostras nas
condicbes experimentais do planejamento encontram-se no Apéndice 1. Esses
gréaficos foram construidos com os dados de viscosidade determinados para taxas de
cisalhamento variando de 0,1 e 500 s. Na Tabela 15 foram inseridos apenas 0s
valores viscosimétricos para taxa de cisalhamento de 10 s, com o propdsito de
permitir uma analise mais acurada. Esta taxa de cisalhamento foi selecionada por ser
considerada de baixo cisalhamento, onde a influéncia do escoamento é menor sobre

a conformacdo da molécula. Um valor ainda mais baixo seria mais adequado,
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entretanto, a geometria utilizada nesse trabalho (cone-placa) nao teve sensibilidade
para obtencéo de viscosidade a taxas de cisalhamento muito baixas.

No caso da massa molar, os valores apresentados na Tabela 15 foram
calculados (Equacao 12) a partir dos volumes de pico delineados nos cromatogramas
de permeacgao em gel, apensados no Apéndice 2.

5.3.1. Variavel Resposta: Rendimento

O rendimento, comumente referido como Fator de Converséo de Substrato em
Produto (Yrss), foi determinado a partir do substrato consumido. Logo, os valores de
Yris representam a atividade microbiana na biossintese de biopolimero. A escolha

desta variavel resposta teve como base avaliar a eficacia do processo fermentativo.

A partir dos valores de Ypss foi construido o grafico de Pareto (Figura 19). O
ponto no qual as estimativas de efeito sédo estaticamente significativas ao nivel de 95%
de confianca (p<0,05) é indicado pela linha pontilhada. A analise do grafico permite
definir que a Unica variavel de influéncia na producéo de pululana, pela linhagem
selecionada a partir de acucar cristal e LRC, foi a concentragcdo da fonte de nitrogénio,
isto €, LRC. Neste caso, o sinal positivo significa que o aumento da resposta (Yess)
ocorre quando esta variavel passa do nivel -1 para o +1. Portanto, o rendimento é

maior quando empregada a maior concentracdo de LRC (8 g/L).

W/
7
Efeito Edimado (Valor Absoluto}

Figura 19. Grafico de Pareto das diferentes varidveis testadas no Planejamento Experimental,
para a resposta em rendimento [Os valores ao lado do retangulo representam os valores da
estatistica do Teste t, fornecidos pelo programa e obtidos na janela dos efeitos principais;
valores a direita da linha pontilhada s&o estaticamente significativos ao nivel de 95% de
confianca (p<0,05)].

2)LRC 3.008732

1by2 - 707937

(1)AcUcar Cndal - 707937
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Ainda analisando o grafico de Pareto (Figura 19) pode-se verificar que a
variavel X1 (concentracdo de acucar cristal), assim como a interagdo entre as duas

variaveis (X1 e X2), ndo foram estatisticamente significativas.

O coeficiente de regressdo e os valores dos testes t e p estimados para 0s
termos lineares e interagcdes dos parametros séo apresentados na Tabela 16, para um

nivel de confianca de 95%, a=0,05.

Tabela 16. Resultado da analise de regresséo do Planejamento Experimental e os
respectivos valores dos testes t e p para a resposta em Ypss

Coeficiente Desvio-
Fator . . Teste t(10) Valor p
de regressdo padrdao
Bo -0,070000 0,293378 -0,238600 0,816234
B1 0,001333 0,005491 0,242820 0,813053
B2 0,090000 0,050712 1,774718 0,106335
B12 -0,000667 0,000942 -0,707937 0,495154

De acordo com os dados apresentados na Tabela 16 pode-se verificar que os
coeficientes para o efeito linear da concentracdo de LRC e agucar cristal ndo foram
altamente significativos (p < 0,05), dentro do nivel de confianga pré-estabelecido. Os
valores p para todos os coeficientes de regressao foram menores do que 0,05. Isto
significa que pelo menos uma das condi¢cdes na equacdo de regressao tem uma

correlacdo significante com a variavel resposta.

Os dados da Tabela 16 permitem representar a resposta Fator de conversao
substrato em produto (biopolimero) em funcdo das variaveis concentracao de acucar

cristal (X1) e de LRC (X2). A Equacao 10 pode ser reescrita conforme mostrado abaixo:

Yris = -0,07 + (0,001333 X1) + (0,09 X2) + (-0,000667 X1X2) Equacéao 13

A Figura 20 apresenta o grafico de superficie resposta de Yps para a
combinacao de efeitos da concentracdo de acgucar cristal com a concentracéo de LRC.
As superficies resposta 3D sao representacoes graficas da equacao de regressao. A
principal meta da analise da superficie resposta € procurar de forma eficiente pelos

valores 6timos das variaveis, tal que a resposta seja maximizada. Cada curva de
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contorno representa um infinito nimero de combinacédo de duas variaveis testes com
outras duas mantidas no seu respectivo nivel zero. O valor maximo predito € indicado
pela superficie limitada na menor elipse da curva de contorno. Sao obtidas curvas de
contornos elipticos quando ha uma interacdo perfeita entre as variaveis
independentes (TANYILDIZI; OZER; ELIBOL, 2005).

BEHY N RNENLEC) -

Il os
05
[ 0,4
[]03
[ 0,2
Il 0.1

Figura 20. Superficie resposta de Yps: efeito da variacdo da concentragé@o de substrato e da
concentracao de fonte de nitrogénio.

De acordo com o grafico (Figura 20), pode-se observar que a maxima
estimativa de rendimento foi obtida para altos valores de LRC e baixos de acucar
cristal. Assim sendo, o ponto de maxima estimativa de rendimento de
aproximadamente 0,45 g/g foi obtido utilizando 30 g/L de acucar cristal e 8 g/L de LRC.
Sendo assim, 0 emprego de maiores valores de LRC e de menores valores de acucar

cristal sdo mais adequados do ponto de vista econdémico.

O resultado obtido nesse trabalho para maximo rendimento (Yess) 0,41 g/g foi
superior aos obtidos na literatura. Em 2001, Lee e colaboradores obtiveram
rendimento de 0,24 g/g, para a producdo de pululana por Aureobasidium pullulans
ATCC 42023 em frascos agitados. Para tanto, utilizaram como fonte de carbono e de

nitrogénio, glicose (50 g/L) e extrato de levedura (2,5 g/L), respectivamente.
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Urkut, Dagbagli e Goksungur (2007) obtiveram rendimento de 0,43 g/g
utilizando células imobilizadas de A. pullulans em gel de alginato de calcio, quando

utilizaram 50 g/L de sacarose e 0,4 g/L de extrato de levedura.

Yu e colaboradores (2012) estudaram a otimizacédo de seis componentes do
meio — extrato de levedura, (NH4)2SO4, K2HPO4, NaCl, MgSO4-7H20 e CaClz — em
frascos agitados e obtiveram rendimento maximo de 0,51 g/g, apos 60 h de
fermentacdo com A. pullulans SZU1001, nas condi¢des de producao de 50 g/L glicose,
3,0 g/L extrato de levedura, 0,6 g/L (NH4)2SO4, 2,0 g/L K2HPO4, 1,0 g/L NaCl e 0,2 g/L
MgSOas-7H20.

Em 2013, Sugumaran e colaboradores avaliaram estatisticamente a producao
de alta massa molar da pululana em meio de fermentacdo em estado soélido, tendo
como substrato a semente de jaca (20 g) e utilizando A. pullulans NCIM 1048. Nas
condicBes otimizadas (KH2POa4 — 4,16 g/L, ZnS0O4-5H20 — 0,052 g/L, NaCl — 1,69 g/L,
umidade — 47,9%), o rendimento foi de 0,034 g/g.

A avaliacdo estatistica da variavel resposta producdo (dados nao
apresentados) apresentou uma tendéncia similar a apresentada pela variavel resposta
rendimento, mostrando que a LRC ¢é a Unica variavel significativa no nivel de confianca
estabelecido (p<0,05). O ponto de maxima estimativa de produ¢éo de biopolimero de
aprox. 13,9 g/L foi obtido utilizando 30 g/L de acucar cristal e 8 g/L de LRC.

5.3.2. Variavel Resposta: Viscosidade

Os biopolimeros produzidos por micro-organismos séo utilizados em diversos
produtos devido a sua capacidade de alterar a viscosidade da agua e sistemas
aguosos, promovendo uma alta viscosidade, quando utilizadas em baixas
concentragdes (PAUL et. al., 1986). A viscosidade esta diretamente relacionada ao
tipo de aplicacdo e sua viabilidade comercial. Ademais, o aumento da viscosidade do
mosto tem efeito adverso na transferéncia de massa — nutrientes, incluso oxigénio, e
metabolitos — do meio reacional para as células microbianas. Isto acarreta em agdes
para o suprimento adequado de oxigénio e homogeneizacdo do meio que, por sua

vez, levam ao aumento de custo de producao.
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Nessa etapa do trabalho, foram considerados os dados referentes as analises
viscosimétricas dos mostos fermentados nas diferentes condi¢des nutricionais com

base no planejamento experimental.

A Figura 21 mostra o grafico de Pareto, no qual € possivel constatar as

variaveis, e suas interacfes, com efeitos positivos na variavel resposta viscosidade.

3,327954

Efeito Edimado (Valor Absoluto)

Figura 21. Grafico de Pareto das diferentes variaveis testadas no Planejamento Experimental,
para a resposta em viscosidade. [Os valores ao lado do retangulo representam os valores da
estatistica do Teste t, fornecidos pelo programa e obtidos na janela dos efeitos principais;
valores a direita da linha pontilhada sdo estaticamente significativos ao nivel de 95% de
confianca (p<0,05)].

A andlise da Figura 21 indica que a LRC foi a Unica variavel significativa no
nivel de confianca estabelecido (p<0,05), similarmente ao observado para a variavel

resposta rendimento.

O coeficiente de regresséao e os valores dos testes t e p estimados para termos
lineares e interagbes dos parametros para a resposta em viscosidade (Pa.s) a uma
velocidade de cisalhamento de 10 s sdo apresentados na Tabela 17, para um nivel
de confianga de 95%, a =0,05.
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Tabela 17. Resultados da anélise de regressao do Planejamento Experimental e os
respectivos valores dos testes t e p para a resposta em Viscosidade

Coeficiente Desvio-
Fator . . Teste t(10) Valor p
de regressdo padréao
Bo 0,000587 0,010188 0,057570 0,955225
B1 0,000032 0,000191 0,169917 0,868464
B2 0,002895 0,001761 1,643758 0,131254
Bi2 -0,000014 0,000033 -0,439200 0,669855

Considerando os dados da Tabela 17, a Equacéo 10 pode ser reescrita, para o

parametro viscosidade, conforme apresentado a seguir:

Viscosidade = 0,000587 + (0,000032 X1) + (0,002895 X2) + (-0,000014 X1X2)

Equacéo 14

A Figura 22 apresenta o grafico 3D de superficie resposta para viscosidade dos

mostos. E possivel observar que a estimativa maxima de viscosidade foi obtida para

altos valores de LRC e baixos de acucar cristal, 0 mesmo encontrado para a variavel

resposta rendimento. O ponto de méaxima estimativa de viscosidade de 0,0214 Pa.s
foi obtido utilizando 30 g/L de acuUcar cristal e 8 g/L de LRC.

(3 ed) PPRDIBORSIN

I 0.024
I 0,021
[ 0.018
10,015
10,012
[ 0,009
B 0.006

Figura 22. Superficie de resposta viscosidade: efeito da variacdo das concentracdes de

substrato e LRC.
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Na literatura disponivel, o Unico estudo encontrado para avaliacdo da
viscosidade diretamente do mosto fermentado foi realizado por Roukas e
Mantzouridou (2001). Entretanto, os dados por eles apresentados ndo sao passiveis
de serem utilizados para uma analise comparativa, visto que a producéao foi conduzida
em biorreator. Portanto, em condi¢Bes diferentes que ndo possibilitam uma anélise
precisa. No caso de ensaios realizados em frascos agitados, os dados reportados
correspondem a analises viscosimétricas de suspensfes aquosas de pululana
recuperada ou em DMSO (KONG; ZIEGLER, 2001; VIJAYENDRA et al.,, 2001,
LAZARIDOU et al., 2002).

5.3.3. Variavel Resposta: Massa Molar

A massa molar da pululana tem significante influéncia em sua utilizacao, sendo
altos (maior que 10° g/mol) valores requeridos para o seu uso comercial (ISRAILIDES
et al., 1994; CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011). Alguns autores estabeleceram
que a massa molar esta diretamente relacionada a composicdo do meio de producéo,
por isso, principalmente trabalhos mais recentes tém dado énfase a otimizacdo do
meio (LEE; YOO, 1993; LIN; ZHANG; THIBAULT, 2007; GOSUNGUR;
UZUNOGULLARI; DAGBAGLI, 2011; YU et al.,, 2012). Nesse contexto, algumas

publicacdes tém demonstrado a possibilidade do uso de materiais alternativos.

Em face do exposto, a massa molar foi considerada como outra variavel
resposta para avaliacdo estatistica do efeito das concentracdes de acguUcar cristal e
LRC. Novamente, o grafico de Pareto (Figura 23) indica que apenas o constituinte
LRC foi estatisticamente significativo no nivel de confianca de 95% para a qualidade
do biopolimero. No entanto, o acgUcar cristal, bem como a interacdo entre os dois

termos, nao foram estatisticamente significativos.
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{2)LRC 253824
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p=.05
Efeito Etimado (Valor Absoluto)

Figura 23. Grafico de Pareto das diferentes variaveis testadas no Planejamento Experimental,
para a resposta em massa molar. [Os valores ao lado do retangulo representam os valores
da estatistica do Teste t, fornecidos pelo programa e obtidos na janela dos efeitos principais;
valores a direita da linha pontilhada sdo estaticamente significativos ao nivel de 95% de
confianca (p<0,05)].

O coeficiente de regresséao e os valores dos testes t e p estimados para termos
lineares, quadratico e interacdes dos parametros para a resposta em massa molar sao

apresentados na Tabela 18, para um nivel de confianca de 95%, a =0,05.

Tabela 18. Resultados da andlise de regressao do Planejamento Experimental e os
respectivos valores dos testes t e p para a resposta em Massa Molar

Coeficiente Desvio-

Fator d ~ ~ Teste t(10) Valor p
eregressdo padréo

Bo -36424,6 98787,43 -0,368717 0,720025

B1 469,5 1848,96 0,253918 0,804704

B2 27834,3 17076,03 1,630024 0,134151

Bi2 -234,7 317,09 -0,740291 0,476145

Considerando os dados da Tabela 18, a Equacdo 10 pode ser reescrita
segundo apresentado abaixo:

Massa Molar = -36424,6 + (469,5 X1) + (27834,3 X2) + (-234,7 X1X2)
Equacéo 15

A Figura 24 apresenta o grafico de superficie resposta para massa molar para
a mistura de acgucar cristal e LRC. Nas concentracfes de 8 g/L de LRC e 30 g/L de
acucar cristal foi calculado a partir da Equacdo 15 o valor maximo de estimativa de
1,4 x 10° g/mol.
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Figura 24. Superficie reposta de massa molar do efeito da variagdo da concentracdo de
substrato e da fonte de nitrogénio.

Segundo a literatura, a massa molar de uma mesma pululana comercial variou
de 1 x 10%a 5,6 x 108 g/mol (LAZARIDOU et al., 2002a; LAZARIDOU et al., 2002b).
Esses mesmos autores reportam valores de 2,07 x 10° e de 4,06 x 10° g/mol para
biopolimeros produzidos por A. pullulans quando cultivado em meio constituido de
melaco de beterraba. Mais recentemente, em 2011, Jiang, Wu e Kim reportaram
massas molares de 1,2 x 10° e 2,7 x 10° g/mol para o cultivo de A. pullulans AP329

em meio contendo 50 g/L de glicose e, 0,2 g/L de NaNO2z e 0,25 g/L de (Nas)2SOa,
respectivamente.

Yu e colaboradores (2012) obtiveram massa molar maxima de 5,74 x 108 g/mol,
pela fermentacdo em batelada simples utilizando A. pullulans SZU 1001 na condi¢cao
nutricional por eles otimizada (50 g/L glicose, 1.0 g/L extrato de levedura, 0,3 g/L
(NH4)2S04, 1,0 g/L K2HPO4se 0,2 g/L MgSOa-7H20).

Sugumaran e colaboradores (2013) avaliaram estatisticamente a producéo de
pululana por fermentacdo em estado sélido por A. pullulans NCIM 1048, em meio
contendo como matéria prima semente de jaca (20 g/L). Nas condi¢Bes por eles
otimizadas (KH2POs— 4,16 g/L, ZnSOa4-5H20 — 0,052 g/L, NaCl — 1,69 g/L, umidade —
47,9%), o valor da massa molar foi de 1,73 x 108 g/mol.
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Em comparag&o com os dados da literatura acima reportados, pode-se concluir
que a combinagdo acucar cristal e LRC propiciam a producdo de biopolimero de
massa molar dentro dos limites normalmente obtidos para diferentes condi¢bes

nutricionais.

Mesmo considerando que o planejamento experimental realizado apontou a
tendéncia de melhorar a producédo e a qualidade do biopolimero com aumento da
concentracdo de LRC no mosto, ndo foi realizado um segundo planejamento
experimental, por ser inviavel tecnicamente. Maiores concentracdes de LRC, por
conta da quantidade de sélidos, trariam transtornos durante a etapa de fermentacao,
como o entupimento de mangueiras; bem como de recuperacdo do biopolimero,
impedindo que o processo fosse realizado em larga escala. Ainda que com isso, fosse
empregada menor quantidade de acucar cristal, o que levaria a reducédo do custo do

processo.

5.3.4. Caracterizacdo do biopolimero

O biopolimero obtido por A. pullulans IOC 3011 a partir de acucar cristal e LRC,
na condicdo apontada como ideal pelo planejamento experimental, foi analisado por
analises termogravimétrica (TGA), espectroscépicas por infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), e por ressonancia magnética nuclear (RMN). A
caracterizacdo termogravimétrica permite avaliar a degradacédo e estabilidade em
funcdo da temperatura, propriedades importantes do ponto de vista cientifico e
industrial (LIU et al., 2013). A espectroscopia FTIR é utilizada como ferramenta na
elucidacdo da estrutura molecular (LEITE et al., 2013), enquanto a énfase da RMN
esta na caracterizacao das propriedades dindmicas e estruturais, delineando a pureza

e a homogeneidade do material.
s Analise Térmica

A Figura 25 apresenta as curvas de TG/DTG para a amostra de biopolimero
obtido na condicdo nutricional anteriormente definida (item 5.3), isto é, 30 g/L de

acucar cristal e 8 g/L de LRC. A curva TG mostra perda de massa em duas etapas
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principais. A primeira perda, de cerca 10%, resulta do processo de desidratacao,
ocorrendo da temperatura ambiente até cerca de 160°C. A presenca de agua se deve
a absorcgéo por grupos polares da estrutura, como grupamentos — OH. Segue-se, uma
perda de massa acentuada (60%), o que se atribui a decomposi¢cdo do biopolimero.
Tal evento tem inicio em torno de 260°C e término em aproximadamente 330°C. O

teor de cinzas de cerca de 30% foi determinado a temperatura de 700°C.

10,06% (até 160°C)

~(0,2887 mjL 298,61°C
0 — _

—

261,48°C N\

\ 69,98°C (total)
\ (2,007 mg)

Massa (%)
DTG (%/min)

100 200 300 400 500 800 700
Univeessl VA A TA Instruments

Temperatura (°C) «
Figura 25. Curvas de Termogravimetria (TG) e Termogravimetria Derivada (DTG) até 700°C,
com velocidade de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio, da amostra de
biopolimero obtida na condi¢éo definida por Planejamento Experimental [30 g/L de agucar
cristal e 8 g/L de levedura residual de cervejaria].

Fernandes e colaboradores (2014), analisando termicamente uma amostra
de pululana pura, observaram perda de massa (percentual ndo reportado) associada
a desidratacdo da amostra, em torno de 100°C, e a presenca de aproximadamente

10% de residuo de natureza inorganica, em 830°C.

O comportamento térmico de amostra de pululana pura, também foi
determinado por Bumbu e colaboradores (2002). O estagio principal de decomposicéo
do biopolimero, com 44,4% de perda de massa, ocorreu no intervalo entre 230 e

330°C; temperaturas inicial e final de decomposicao, respectivamente.
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O grafico de DTG (Figura 25) revela um pico intenso, correspondente a
velocidade maxima de degradacdo, na temperatura de cerca de 300°C. Andlises de
DTG realizadas por Fernandes e colaboradores (2014) para pululana pura e pululana-
NHz revelaram perfis de degradacdo muito similares. Os valores maximos de
degradacédo foram evidenciados nas temperaturas de 286°C e 296°C,
respectivamente. Segundo esses autores, a variagdo da temperatura pode ser devido
a baixa taxa de transferéncia de calor da cadeia da pululana pela presenca de carga
inorganica. Portanto, € possivel modificar o comportamento térmico da pululana por
alteracdo da sua estrutura. Em consequéncia, ampliam-se as possibilidades de seu

emprego.

O polimero obtido neste trabalho se mostrou termicamente estavel até 260°C
(Figura 25); portanto, mais estavel do que a pululana pura testada pelos autores
citados previamente. Também, comparativamente, a temperatura correspondente a
velocidade maxima de decomposi¢do da pululana obtida foi ligeiramente maior. As
diferencas podem ser atribuidas a presenca de agregados de natureza glicidica ou
peptidica ao biopolimero, de forma intra ou intermolecular, ou ao tamanho das
macromoléculas (massa molar), que decorrem das condigcbes de obtencdo (LIN;
ZHANG; THIBAULT, 2007; GOSUNGUR; UZUNOGULLARI; DAGBAGLI, 2011; YU et
al., 2012).

» FTIR

Na Figura 26 é observado o espectro de infravermelho com Transformada de
Fourier da amostra do biopolimero recuperado do mosto fermentado, sem tratamento,
na condicdo nutricional ideal, segundo o planejamento experimental realizado. A
regido estudada compreendeu as bandas entre 400 e 4000 cm, onde foram
reveladas as presencas de diferentes grupos funcionais: CH, CHz2, C-O-C, C-0O, H-O-
H, OH e C=0. Os mesmos grupos foram observados por Sakata e Otsuka (2009), ao

analisarem filme de pululana.

OLIVEIRA, J. D.



124

@
T

o
%

n
i

Transmitancia (%)

=
i

N N
N BN
3422 .

=
T

m
T

w
7

3500 3000 2500 2000 ’1BEIEI 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 BOO 500 400
Nimero de onda (1/em)

Figura 26. Espectro na regido do infravermelho do biopolimero obtido na condigéo definida
por Planejamento Experimental [30 g/L de acucar cristal e 8 g/L de levedura residual de
cervejaria].

As bandas bem definidas na regido de 1250 - 1460 cm™ e 2940-2840 cm™ sdo
atribuidas ao estiramento vibracional simétrico e assimétrico de grupos CH e ao
estiramento vibracional de CH2. Nota-se, também, uma absorcdo na regido 1080
cml, que corresponde a deformacéo axial simétrica de C-O-C e a ligagéo glicosidica,
e outra em 1162 cm correspondente a deformacdo axial assimétrica C-O-C de
ligagBes glicosidicas. A banda na regido de 1790 - 1740 cm™? esta associada ao
estiramento vibracional de grupos carboxilicos (deformacao axial de C=0 de acetato),
enquanto em 1629 cm esta representada a deformacdo assimétrica do grupamento
C=0. Esses resultados indicam que uma pequena quantidade de grupos carboxilicos
pode ter sido formada a partir da oxidacdo de grupos alcodlicos. Na faixa espectral
3440 - 3300 cm™* ocorre uma banda relativamente larga de absorcéo, caracteristica
do estiramento e deformacdo axial de grupos hidroxila (O-H), participantes das
interacdes de ligacdes de hidrogénio. Em 1020 cm, ocorre uma deformacéo axial de
C-O, caracteristica de alcoois priméarios (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000;
KACURAKOVA et al., 2000, SAKATA; OTSUKA, 2009; FERNANDES et al., 2004).

<+ RMN

No espectro de RMN 3C do biopolimero recuperado (Figura 28A) estdo
delineados 18 sinais intensos caracteristicos dos carbonos C-1 a C-6 de trés unidades
de repeticdo do polissacarideo. Estes sinais foram atribuidos por comparacdo com
dados de RMN 13C de pululanas publicados (GLINEL et al., 2000; SUGUMARAN et
al., 2013).
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A pululana (Figura 27) apresenta uma unidade de repeticdo constituida de trés
unidades de a-D-glicose: unidade A que representa a-D-glicose (1—6), e unidades B

e C de a-D-glicose (1—4).

Figura 27. Estrutura quimica da pululana (A) unidades a-D-glicose (1—6), (B) e (C) unidades
de a-D-glicose (1—4)
Fonte: adaptado de Glinel et al. (2000).

Na regido de carbono anomérico (90 a 110 ppm) observam-se trés sinais
(100,9; 100,4 e 98,6 ppm) que foram atribuidos aos carbonos C-1 das unidades A (a-
D-glicose (1—6)), B (a-D-glicose (1—4) vizinho a unidade (a-D-glicose (1—6)) e C ((a-
D-glicose (1—4) vizinha a outra unidade (a-D-glicose (1—4). Singh, Saini e Kennedy
(2009) ao analisar por RMN *3C o biopolimero obtido por Aureobasidium pullulans FB-
1 e o de referéncia da Sigma-Aldrich, determinaram para o carbono anomérico, sinais
em 99,00 e 98,76 ppm, respectivamente. Similarmente, Sugumaran e colaboradores
(2013) detectaram sinal para o carbono anomérico em 99,73 ppm pela analise de RMN

13C de pululana produzida a partir de p6 de semente de jaca.

Na figura ainda encontra-se o registro do subespectro com sequéncia de pulsos
DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer, em portugués,
aprimoramento sem distorcdo da transferéncia de polarizacdo) empregado para
determinar a multiplicidade de picos de carbono (Figura 28 B). No espectro de DEPT

135 os carbonos CH2 sdo observados na anti-fase aos sinais dos carbonos CH e CHs.
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Figura 28. Espectros de RMN 13C em espectrometro Fourier transform Bruker Avance DRX a
125 MHz (A) e de DEPT 135 (B) da amostra de biopolimero recuperado de mosto formulado
com 30 g/L de acucar cristal e 8 g/L de LRC, apés 96 h de fermentacdo com A. pullulans 10C

3011.
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No espectro do polissacarideo (Figura 28 A) evidencia-se ainda trés sinais
intensos em 67,4, 61,5 e 61,2 ppm. Levando em consideracéo que o C-6 da unidade
A esta participando de uma ligacéo glicosidica o deslocamento deste sofrerd uma
variacdo para regido de maior deslocamento quimico, portanto o sinal em 67,4 ppm
foi atribuido ao C-6 da unidade A e, comparando com os dados da literatura atribui-se
0s sinais em 61,5 e 61,2 ppm aos C-6 das unidades B e C respectivamente.

Os sinais na regiao de 78 a 79 ppm séo devidos aos C-4 envolvidos na ligacao
glicosidica das unidades B e C. A unidade B esta ligada por a-D-glicose (1—»6) e
possui maior deslocamento quimico que o C-4 da unidade C. O C-4 da unidade A nao

esta envolvido na ligacédo glicosidica e € observado em 70,3 ppm.

Youssef, Roukas e Biliaderis (1999) avaliaram, por RMN 13C, a pululana obtida
apos 168 h de fermentacao por A. pullulans P 56. Segundo o espectro obtido por eles,
a regiao de carbono anomérico mostra trés sinais correspondentes as liga¢des a-
(1—4) (101,1, 100,6 ppm) e a-(1—6) (98,8 ppm). Ainda segundo o0s autores, 0S
desdobramentos do C-4 (79,0, 78,7 ppm) e do C-6 (61,7, 61,4 ppm) referem-se a

ligacdo das unidades de glicose.

A Tabela 19 apresenta as atribui¢cdes dos 18 carbonos da unidade de repeticéo
da pululana isolada neste trabalho baseada nas analises acima e nos dados
publicados por Youssef, Roukas e Biliaderis (1999), Glinel e colaboradores (2000),
Singh, Saini e Kennedy (2009), e Sugumaran e colaboradores (2013).

Tabela 19. Atribuicdes dos 18 carbonos da unidade de repeticdo da pululana obtida a
partir do Planejamento Experimental
Atribuicdes dos Carbonos (ppm)

Unidade ——~= c-2 c3 C-4 C5 C6
A 100.9 72.4 73.8 70.3 72.2 67.4
B 100.4 72.3 73.9 78.9 72.1 61,5
C 98.6 71.2 74.0 78.5 711 61,2

Os dados de RMN *3C confirmaram a homogeneidade das preparacdes de

pululana.
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5.4. Producéo do biopolimero em biorreator

Buscou-se avaliar o efeito da combinacéo agitacdo e aeracdo na producédo do
biopolimero por A. pullulans I0C 3011, uma vez que 0 mosto no decorrer do processo
fermentativo sofre alterag6es reoldgicas que dificultam a dissolugcéo de oxigénio. Isso
repercute diretamente na biossintese da macromolécula, conforme jé levantado em

Materiais e Métodos.

A Figura 29 apresenta os valores de produgdo do biopolimero e do fator de
conversdo Ypss, considerados os dados de substrato consumido, obtidos para
diferentes condicdes agitacdo/aeracdo em fermentacbes de 72 h conduzidas em

biorreator com mosto constituido de 30 g/L de agucar cristal e 8 g/L de LRC.
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Figura 29. Efeito da combinacdo aeracdo e agitacdo na producdo de biopolimero por
Aureobasidium pullulans linhagem IOC 3011 e respectivos fatores de converséo substrato em
produto (Yess) para ensaios conduzidos em biorreator apds 72 h de fermentagdo em meio de
producado contendo 30 g/L de agucar cristal e 8 g/L de LRC [1- Ovwm/150 rpm; 2- 0 vwm/300
rpm; 3- 0,5 vwm/150 rpm; 4- 0,5 vwm/300 rpm; 5- 1,0 vwm/150 rpm; 6- 1,0 vvm/300 rpm].

Em linhas gerais, houve um aumento da produg&o microbiana de biopolimero
a medida que houve aumento do suprimento de oxigénio no meio (Figura 29). De
acordo com Roukas e Mantzouridou (2001) a aeracdo pode ser benéfica ao
crescimento celular e & producgéo do polimero por favorecer a transferéncia de massa
(substrato e oxigénio) do meio reacional para 0 micro-organismo (A. pullulans P56).
No entanto, conforme apontado por esses mesmos autores, quando as células séao

expostas a altas concentracdes de oxigénio (> 2,0 vwm), pode haver modificacédo
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morfolégica do micro-organismo, comprometendo o processo fermentativo. Portanto,
considerando os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se inferir que néo foi
atingida uma concentracdo de oxigénio inibitéria para a biossintese de polimero por
A. pullulans 10C 3011.

Conforme apresentado na Figura 29, para valores fixos de taxa de aeracéo, o
aumento da velocidade de agitacéo favoreceu a sintese do biopolimero (ensaios 1 e
2; 3 e 4;5 e 6). Isto também foi verdadeiro no caso do rendimento, a excecdo dos
ensaios 3 e 4, isto é, na taxa de aeracgdo intermediaria (0,5 vwm). Nesta condicédo, o
aumento da velocidade de agitacdo de 150 para 300 rpm propiciou um aumento da
producgdo, resultando em iguais valores de Ye/s (0,1 g/g). Cabe mencionar que em
todas as condi¢cGes ensaiadas, o consumo de substrato foi semelhante, ao redor de
65%.

Analisando ainda a figura, percebe-se que a pior performance da linhagem
fungica ocorreu na maior limitagéo de oxigénio (ensaio 1 — auséncia de aeracao e 150
rpm). Porém, nota-se que, mesmo sem injecdo de ar, ndo houve interrupcdo da
sintese. Provavelmente, o oxigénio derivou do espaco livre no biorreator (headspace).
Tanto € que ao aumentar a velocidade de agitacdo para 300 rpm (ensaio 2), houve

um incremento da producéo do biopolimero.

Em trabalho realizado por Roukas e Liakopoulou-Kyriakides (1999), também
houve sintese de pululana (12 g/L) quando do cultivo de A. pullulans P56 sem
suprimento de ar. No entanto, quando o processo foi realizado com taxa de aeracao
de 0,5 e 1,0 vwm, a producéo de pululana foi de 14 e 23 g/L, respectivamente. Isto
mostra a dependéncia de energia para sintese do biopolimero e, portanto, do oxigénio
como aceptor final de elétrons. Embora a literatura mostre que maiores taxas de
aeracdo podem levar ao aumento da producao de pululana, esta pode diminuir com a
elevacdo do teor de oxigénio dissolvido devido ao aumento da forca de cisalhamento
(WECKER; ONKEN, 1991).

No presente estudo, a maior producao (3,21 g/L) e o maior rendimento (0,16
g/g) foram obtidos quando utilizados os valores maximos de aeracéo e agitacédo (1

vvm e 300 rpm, respectivamente). Novamente, confirmando a importancia de
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favorecer a homogeneidade do sistema, principalmente no caso de haver variagéo
das propriedades reoldgicas.

Gibbs e Seviour (1996) estudaram a influéncia da velocidade de agitacéo (125,
250, 500, 750, 1000 e 1250 rpm), para uma aeracéo fixa de 0,04 vvm, na producgéo
de exopolissacarideo por A. pullulans ATCC 9348 em processo em batelada, em meio
contendo 30 g/L de glicose e 0,6 g/L de (NH4)2SOa4. Os valores de biopolimero
produzido e rendimentos foram 11,1; 11,3; 7,4; 4,6; 5,6; e 5,6 ¢g/L e 0,38; 0,37; 0,26,
0,15; 0,19; e 0,19 g/g, respectivamente. A partir desses dados, os autores concluiram
que a producdao é afetada pelo nivel da presséo de oxigénio no fermentador. Segundo
eles, esses resultados indicam que: (i) velocidades de agitacdo = 750 rpm reduzem a
producdo do exopolissacarideo, embora estimulem o crescimento microbiano; (ii)
velocidades de agitacdo de 125 e 250 rpm séo favoraveis a producéo devido a baixa
disponibilidade de oxigénio; e (iii) altas velocidades de agitacdo podem ser aplicadas

desde que as células sejam mantidas em baixa de pressao de oxigénio.

Por outro lado, Sharma, Prasad e Choudhury (2013) evidenciaram que quanto
menor a velocidade de agitacdo, menores eram as producdes de pululana; sendo o
valor minimo 34,4 g/L determinado em 100 rpm. Neste caso, 0s ensaios foram
realizados com A. pullulans RBF4A3 em frascos agitados contendo meio composto
de glicose e peptona, para diferentes niveis de agitacéo (100, 200, 300 e 350 rpm). A
maior producéo foi obtida para 300 rpm, que proporcionou producéo de 88,13 g/L apds
96 h de fermentacdo. Segundo os autores, a baixa producdo em baixas velocidades

de agitacdo deve-se a baixa transferéncia de massa no sistema.

Em trabalho mais recente, o efeito de diferentes velocidades de agitacéo (200
a 1000 rpm) e 1 vwm de taxa de aeracéo, foi avaliado na producéo de pululana por
linhagem A. pullulans B-1 em biorreator contendo 60 g/L de sacarose e 0,72 g/L de
(NH4)2S0O4 (GNIEWOSZ; KRASNIEWSKA; SYNOWIEC, 2013). Os autores
registraram concentragdes maximas de produto (aprox. 25 g/L), bem como de

biomassa em 800 rpm apds 96 h de fermentacao.

Em relacéo ao efeito da taxa de aeracédo na producao de pululana, tem-se o
trabalho de Roukas e Mantzouridou (2001), realizado com 30 g/L de sacarose e 0,6
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g/L de (NH4)2SO4, em biorreator, com agitacado de 200 rpm, nas taxas de aeracao de
1,0; 2,0 e 3,0 vvm. O valor maximo de 30 g/L do biopolimero foi obtido quando utilizada
a taxa de aeracado intermediaria, decorridas 144 h. De acordo com o0s autores, a
aeracao promoveu a homogeneizacao do meio durante a fermentacao. Ainda segundo
eles a producao de pululana, bem como a de biomassa, decresce quando empregada
a maior taxa, por favorecer o crescimento filamentoso em detrimento do unicelular,

forma que privilegia a sintese polimérica (CAMPBELL et al., 2004).

Gaidhani, McNeil e Ni (2005) exploraram a maneira pela qual A. pullulans se
comporta em sistema homogéneo e de baixo cisalhamento, para diferentes taxas de
aeracdo (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 vwm), comparando dois tipos de biorreator, oscilatorio
(oscillatory baffled fermenter, OBF), e de mistura perfeita (continuous stirred tank
reactor, CSTR). A maior producdo de 16,17 g/L de pululana foi alcan¢cada no reator
oscilatério, empregando vazao de aeracao de 1,0 vwvm. No entanto, em maiores taxas
de aeracao houve reducao da biossintese de pululana, embora tenham favorecido o
crescimento celular. Segundo os autores, isso pode estar associado a alguns fatores,
tais como: (i) teor elevado de oxigénio induziria 0 metabolismo para sintese de material
celular, em detrimento da sintese de pululana (SUTHERLAND, 1977; SUTHERLAND,
1982; LEE et al., 2001) e (ii) em limitacdo de oxigénio haveria estimulo da producao
do polissacarideo (RAU et al., 1992), o poderia explicar o porqué da quantidade de

pululana ser superior a 1,0 vvm, se comparada as taxas de aeragdo de 1,5 e 2,0 vwm.

Cheng, Demirci e Catchmark, em 2011, estudaram a producao de pululana por
A. pullulans ATCC 201253 em biorreator, utilizando 75 g/L de sacarose. Neste estudo,
primeiramente para avaliagdo do efeito da velocidade de agitacdo, os autores
reportaram producdes de 14,9 e 22,6 g/L, correspondendo a rendimento de 0,21 e de
0,31 g/g, para, respectivamente, 200 e 500 rpm. Seguiram-se ensaios com velocidade
de agitagcdo em 200 rpm, com variagao da taxa de aeracgao (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 vwm),
quando foram obtidas quantidades de pululana de 16,6; 22; 25,8; e 20,1 g/L,
correspondendo ao rendimento de 0,29; 0,30; 0,35; e 0,29 g/g, respectivamente.
Portanto, assim como ja constatado por Gibbs e Seviour (1996), altos niveis de

oxigénio dissolvido influenciam negativamente na producao de pululana.
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O dunico trabalho encontrado na literatura cientifica que trata da avaliagdo
conjunta da aeracao (1,0; 2,0 e 3,0 vwm) e agitacdo (200, 400 e 600 rpm) foi a
otimizag&o da producéo de pululana por A. pullulans P56 em meio sintético realizada
por Goksungur e colaboradores (2005). No estudo também foi contemplado o efeito
da concentracao inicial de sacarose (30, 50 e 70 g/L). O maximo de producéo (16,7
g/L) foi obtido para 50 g/L de sacarose, 2 vvm e 400 rpm. Na maior taxa de aeracéo
houve reducédo da producédo da pululana, corroborando o reportado por Roukas e
Mantzouridou (2001).

» Caracterizacédo do biopolimero obtido em biorreator

Com o intuito de garantir a qualidade do biopolimero pululana, foi realizada sua
caracterizacao fisica e quimica. Para tanto, os biopolimeros obtidos nas diferentes
combinac¢des de aeracéo e agitacdo (Tabela 12) foram analisados quanto ao aspecto
macroscopico, bem como por TGA e FTIR. Além disso, foram feitas andlises
viscosimétricas dos mostos nas 6 condigdes ensaiadas e do polimero recuperado e
tratado (ressolubilizacao e filtracao) a partir da amostra de melhor resultado. Para esta
determinacao, o polimero recuperado foi ressuspendido em agua destilada de modo
a estabelecer 3 diferentes concentracdes (1, 5 e 10% m/v). Para fins comparativos, a
analise viscosimétrica do polimero recuperado ressuspendido em agua foi realizada

simultaneamente com a pululana comercial referéncia (Sigma-Aldrich).

< Aspecto macroscopico

A Figura 30 apresenta o aspecto macroscopico dos biopolimeros obtidos nos
ensaios em biorreator. As 6 amostras apresentaram textura semelhante. Porém, as
amostras apresentaram diferencas quanto a coloracdo, sendo as amostras obtidas
nas condicfes 0 vvm e 150 rpm (ensaio 1), 0 vwvm e 300 rpm (ensaio 2) e 1,0 vwm e
300 rpm (ensaio 6), ilustradas na Figura 30 — A, B e F, respectivamente, as mais

claras, indicativo de menor cogeragéo de pigmento.
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Figura 30. Aspectos dos biopolimero obtidos por Aureobasidium pullulans linhagem IOC 3011
em biorreator com variagdo de aeragéo e agitagdo em meio de producado contendo 30 g/L de
acucar cristal e 8 g/L de LRC [(A) 0 vwm e 150 rpm (B) 0 vwvm e 300 rpm (C) 0,5 vwm e 150
rpm (D) 0,5 vwm e 300 rpm (E) 1 vwvm e 150 rpm (F) 1 vwm e 300 rpm.]

A literatura ndo associa aumento ou reducao da pigmentacdo em funcéo da
variacao de fatores fisicos, como por exemplo, aeracéo e agitacdo. Entretanto, alguns
autores relatam que variacdes na taxa de aeracdo ou na velocidade de agitacédo
podem alterar a morfologia celular, o rendimento e/ou a produtividade da pululana e
da biomassa fungica (GIBBS; SEVIOUR, 1996; ROUKAS; MANTZOURIDOU, 2001).
Uma vez que esses fatores estdo diretamente relacionados ao metabolismo celular,
logo, podem também intervir na sintese de pigmento e, consequentemente, na

intensidade da coloracdo do biopolimero obtido.

+ Viscosidade do Mosto

A Figura 31 apresenta a andlise viscosimétrica dos mostos obtidos em
diferentes taxas de aeracéo e velocidades de agitacdo. Foram feitas determinacdes
de viscosidade desde 0,1 s?, contudo, em face da pouca sensibilidade do
equipamento em funcdo da baixa viscosidade, foram plotados apenas os dados

relativos as taxas de cisalhamento superiores a 100 s™.
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Figura 31. Andlise viscosimétrica de mostos obtidos em biorreator em distintas taxas de
aeracao e velocidades agitacdo (Advanced Rheometer 2000, 25 °C).

Analisando a figura, pode-se observar que, apesar da variacdo da taxa de
aeracdo e da velocidade de agitacdo, em geral, a viscosidade praticamente nao se
alterou. Por exemplo, na faixa de cisalhamento correspondente ao gréafico (Figura 31),
as viscosidades dos mostos nas diferentes condi¢cdes ensaiadas variaram de 0,0019
a 0,0032 Pa.s (150 s') e de 0,0021 a 0,0022 Pa.s (420 s). Estes apresentam
comportamento pseudoplastico, como pode melhor visualizado através da curva de

escoamento de tensdo versus taxa de cisalhamento, no Apéndice 3.

Roukas e Mantzouridou (2001), avaliando a viscosidade aparente do mosto em
funcéo da taxa de cisalhamento do mosto fermentado por A. pullulans P56 (96h) em
meio sintético em fermentador numa taxa de aeracdo de 2,0 vvm, obtiveram para
taxas de cisalhamento de 80 s, valor de viscosidade de aproximadamente 0,012
Pa.s.

% Viscosidade de dispersdes de biopolimero

A viscosidade aparente do caldo fermentado tem sido o parametro utilizado
para avaliar a qualidade do biopolimero (SUTHERLAND, 2001, BUENO; GARCIA-
CRUZ, 2000). Entretanto, estudos mais recentes tém mostrado que este ndo é o
melhor par@metro de avaliacdo. Antunes (2000) mostrou que a andlise da viscosidade

de solugcbes aquosas de xantana revela, com maior precisdo, a potencialidade de
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aplicacéo industrial do biopolimero, se comparada com o resultado de viscosidade do
mosto fermentado. A tendéncia atual € de avaliar a qualidade de um biopolimero
através da determinacdo da viscosidade aparente, em solucdo aquosa de baixa
concentracdo (SILVA; RAO, 1999; DIAZ, 2002; FORESTI, 2003). Assim sendo, o
biopolimero recuperado com alcool e seco foi ressolubilizado em agua destilada em 3
diferentes concentracdes brutas e analisado quanto a sua viscosidade.

A Figura 32 apresenta a caracterizacao reologica das dispersdes aquosas (1,
5 e 10% m/v — concentragdo bruta) apenas do biopolimero obtido em biorreator, na
condicdo que proporcionou maiores valores de producdo e rendimento (taxa de
aeracdo de 1 vwm e velocidade de agitacdo de 300 rpm). Para fins comparativos, no
grafico também foram plotados os dados viscosimétricos das dispersdes aquosas da

pululana comercial padréo, nas mesmas concentragoes.

Na figura nota-se que as viscosidades das diferentes dispersdes aquosas do
biopolimero apresentaram variagdo com o aumento da taxa de cisalhamento, o que
caracteriza o comportamento pseudoplastico (as curvas de escoamento de tenséo
versus taxa de cisalhamento encontram-se no Apéndice 4). Comportamento similar
foi observado para as dispersfes aquosas da pululana comercial padrdo. Ainda
segundo esses mesmos autores, a baixa viscosidade de solucdes de pululana é

interessante para sua aplicagdo como revestimento e transportador encapsulado.

Ainda na Figura 32 é possivel observar que o aumento da viscosidade foi
diretamente proporcional ao aumento da concentracédo de biopolimero, para as duas
amostras analisadas (biopolimero produzido e biopolimero comercial padrdo). Este
efeito pode ser atribuido as interacBes intermoleculares e a formacdo de
entrelacamentos/agregados, que resultam no aumento efetivo da viscosidade (MILAS;
RINAUDO; TINLAND,1985; RAO, 1999; GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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Figura 32. Comportamento viscosimétrico da pululana comercial de referéncia e do
biopolimero produzido por A. pullulans IOC 3011 recuperado e ressolubilizado em agua em 3
concentracdes 1, 5 e 10% m/v, obtido em taxa de aeracdo de 1 vvm e velocidade de agitagéo
de 300 rpm, utilizando 30 g/L de acucar cristal e 8 g/L de levedura residual de cervejaria
(Advanced Rheometer 2000, 25 °C).

Quando analisadas as dispersdes dos biopolimeros na concentracdo bruta de
1%, as viscosidades na taxa de cisalhamento de aproximadamente 150 s foram de
0,0046 Pa.s (pululana comercial padréo) e de 0,0034 Pa.s (biopolimero obtido) e, para
430 s, de 0,0026 e de 0,0022 Pa.s, respectivamente. Comparando as viscosidades
das amostras em cada taxa de cisalhamento, tém-se resultados semelhantes na
menor taxa de cisalhamento, enquanto que, na maior taxa de cisalhamento, a
viscosidade da pululana comercial de referéncia foi ligeiramente superior a do
biopolimero produzido no biorreator, o que pode ser atribuido a uma maior rigidez da
molécula do produto comercial. Por outro lado, maiores variag6es de viscosidade
foram observadas para as dispers6es das amostras de biopolimero produzido nas
concentracOes brutas de 5 e 10%, provavelmente, valores acima da concentragcéo

critica para o polimero.

Vijayendra e colaboradores, em 2001, avaliaram a viscosidade de dispersdes
de pululana a 1% obtidas em meios contendo sacarose ou agucar mascavo, como
Unicas fontes de carbono e obtiveram, respectivamente, 0,032 e 0,1605 Pa.s na taxa
de cisalhamento de 1,7 s. Este foi o Unico trabalho encontrado na literatura

consultada, que avaliou dispersdo de biopolimero na concentracdo de 1%. Assim
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sendo, ndo h& como realizar uma andlise comparativa dos resultados obtidos neste
trabalho, devido a grande diferenca entre as taxas de cisalhamento adotadas em cada
estudo. Adicionalmente, ndo é possivel comparar com outros biopolimeros, posto que,
segundo Karim e colaboradores (2009), solu¢cdes aquosas de pululana apresentam

viscosidades relativamente baixas, quando comparadas com outros polissacarideos.

O aumento de viscosidade entre as dispersfes de pululana referéncia e do
biopolimero obtido, numa mesma concentracdo, pode ser devido a presenca de
agregados macromoleculares ou microgéis (FRISCH; SIMHA, 1979 apud LOPES,
1996), que concorrem para 0 aumento do volume hidrodindmico das particulas, bem

como pela sua maior resisténcia ao alinhamento em fluxo.

Os maiores valores de viscosidade apresentados pela dispersdo da amostra de
pululana referéncia em relacao a pululana obtida neste estudo, provavelmente podem
ser atribuidos a escala de producdo. Segundo Lopes (1989; 1996), em geral, os
biopolimeros produzidos em grande escala (industrial) apresentam mais agregados

do que aqueles obtidos em producdes de menor escala.

5.4.1. Perfil cinético da producédo de biopolimero

Definida a taxa de aeracdo e a velocidade de agitacdo de 1,0 vwvm e 300 rpm
(tem 5.4), respectivamente, foi realizada uma nova fermentagdo em biorreator,
nessas condi¢cdes, para acompanhamento do perfil cinético de producdo de

biopolimero e consumo de substrato por um periodo de 120 h (Figura 33).

Analisando a figura, evidencia-se que a biossintese de biopolimero ocorreu
durante todo o periodo, aumentando exponencialmente. Perfil semelhante foi obtido
para cultivo de duas linhagens da mesma espécie fingica em sacarose (BADR-ELDIN
et al., 1994; CHENG et al., 2010; WANG et al., 2014).
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Figura 33. Perfil cinético de producéo de biopolimero e consumo de substrato por um periodo
de 120 h em biorreator (1,0 vwvm e 300 rpm) em meio de producado a base de acucar cristal
(30 g/L) e LRC (8 g/L).

Nota-se que, nas primeiras 48 horas, a producdo do polissacarideo foi baixa,
sendo maxima no restante do tempo. Isto pode estar relacionado a maior
disponibilidade de nitrogénio no inicio do processo ou a producdo de distintos

polissacarideos pelo mesmo micro-organismo, conforme explicado a seguir.

De acordo com Badr-Eldin e colaboradores (1994), existe uma relacdo C/N
ideal para producdo de pululana, particularmente devido a limitacdo da fonte de
nitrogénio. Ao incrementar a concentracao de (NH4)2SO4de 0,6 g/L para 1,2 e 2,4 g/L,
a quantidade do biopolimero produzido por A. pullulans NRRL 6220 passou de 26 g/L

para 10,5 e 8,4 g/L, respectivamente. Por outro lado, quando utilizada a concentragao
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da fonte de nitrogénio de 0,3 g/L, a producado de biopolimero foi de apenas 3,4 g/L.
Portanto, ha que se definir as concentra¢des das fontes de carbono e nitrogénio para
cada linhagem, com base nos parametros operacionais, de modo a atingir o valor

maximo de biopolimero produzido.

Anteriormente, Seviour e Kristiansen (1983) ja haviam verificado a ocorréncia
de fase lag na producao de pululana pelo cultivo em batelada da linhagem A. pullulans
3092, em meio constituido de sacarose (30 g/L) e (NH4)2SO4 (0,6 - 1,2 g/L), como
principais fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente. Segundo eles, ocorre um
rapido consumo de NH4*, 0 que leva que esteja praticamente esgotado em 12 a 20 h,
a depender da concentragdo inicial de (NH4)2SOas. Isto foi observado para
concentracfes iniciais de 0,6 e 1,2 g/L de (NH4)2SOs4 o que corresponde a
aproximadamente 0,13 e 0,26 g/L de nitrogénio. A fase lag foi tanto maior quanto maior
a quantidade de nitrogénio no meio. SO depois deste periodo, é que foi notado
aumento do polisacarideo no meio. Ainda de acordo com os autores, a presenca de
NHa4* livre no meio parece reprimir a sintese de pululana. Quando a concentragéo de
(NH4)2S04 foi elevada para 2,4 g/L, houve pouca producéo de biopolimero, enquanto

a quantidade de bomassa foi aumentada em cerca de 90%.

Destaca-se que o consumo de nitrogénio, no caso do emprego de (NH4)2S0Oa4,
implica em reducéo do valor do pH que pode vir a atingir 2,0, dependendo da sua
concentracéo inicial no meio. Tal fato, ndo ocorreu no presente estudo, por ter sido
usada uma solucéo tampao, de modo a evitar a elevacao de pH, que ocorre com LRC
(OLIVEIRA, 2010). Logo, a inducao da sintese de biopolimero pode ser associada a

reducado da fonte de nitrogénio em decorréncia do metabolismo celular.

No caso do micro-organismo ser capaz de produzir mais de um tipo de
polissacarideo extracelular, existe a possibilidade de, conforme as condi¢cdes do
processo forem sendo alteradas, o metabolismo ser direcionado para a sintese de
uma macromolécula em detrimento da outra. Por exemplo, Christensen, Kjosbakken
e Smidsrgd (1985), demonstraram que uma bactéria marinha Pseudomonas sp.,
linhagem NCMB 2021, produzia um polissacarideo composto de glicose, galactose,
acido glucurdnico e acido galacturénico, numa propor¢cao molar de 1,0:0; 8:0; 4:0,3

durante a fase exponencial de crescimento. Porém, no final da fase exponencial e na
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fase estacionaria, foi secretado outro tipo de polissacarideo, composto de quantidades
equimolares de N-acetil-glucosamina, &cido 2-ceto-3-deoxi-octulosonico, além de um
composto 6-deoxi-hexose nédo identificado, e grupos acetil. O primeiro polissacarideo
produzia solu¢fes viscosas, géis em altas concentracdes, e precipitava na presenca
de cations multivalentes. O outro, de elevada massa molar (10° a 10° g/mol), formava
dispersdes em 4gua de viscosidades muito baixas, e também era solGvel em solucéo
aguosa de fenol (90%), metanol (80%) e etanol (80%).

A concentracdo de acUcar residual decresceu durante a fermentacéo,
coincidindo com o aumento da concentracdo de biopolimero, 0 que mostra
direcionamento metabdlico para a sua biossintese. Ao final das 120 h, pode-se
constatar consumo praticamente total do aglcar, inclusive pela conformacéo da curva.

Isto sugere que a producao maxima do biopolimero ocorre num tempo aproximado.

Sena e colaboradores (2006) observaram deplecéo total de sacarose (50 g/L),
em cerca de 72 h, enquanto a concentracdo maxima de pululana, cuja sintese foi
perceptivel pouco apdés a inoculacao, foi atingida em 96 e 120 h, pelo emprego de
duas linhagens de A. pullulans testadas, ambas da Colecdo de Culturas Americana
Nothern Regional Research Laboratory (NRRL), Y-2311-1 e Y-6220.

Ainda segundo Sena e colaboradores (2006), as duas linhagens apresentaram
desempenho comparavel quanto a quantidade de pululana produzida, de cerca 20 g/L
e ao perfil hiperbdlico da producéo. Adicionalmente, o cultivo com Y-6220 tornou o
meio escuro. Neste caso, a formacéo do pigmento comecou em 72 h, e tornou o mosto

fermentado completamente escuro em 120 h.

Sena e colaboradores (2006), e estudos de outros autores que 0s precederam
(LAZARIDOU et al., 2002; GOKSUNGUR et al., 2005), relatam que o prolongamento
do tempo de processo possibilita que haja hidrélise da pululana pela enzima enddgena
glicoamilase, que é secretada pelo micro-organismo nos Uultimos estagios da
fermentacao, isto €, quando a concentragdo de substrato é muito baixa, de modo a
disponibilizar agucares prontamente assimilaveis. No trabalho de GoOksungur e
colaboradores (2005), a producdo maxima de pululana (16,1 g/L) por A. pullulans P56
em meio contendo 50 g/L de sacarose em biorreator com 2 vwm de aeracgéao foi atingida
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em 96 h. Para tempos maiores de fermentacdo, os autores reportam ter havido
reducdo na concentracdo do polissacarideo. Importante mencionar que este
comportamento néo foi verificado para A. pullulans IOC 3011 no periodo de 168 h em
frascos agitados (OLIVEIRA, 2010).

A partir dos dados de substrato consumido e de biopolimero produzido foi feito
o calculo de rendimento (Yrss), cujos valores acumulativos séo apresentados na Figura
34. Pode-se perceber que, no decorrer do processo, ocorreu aumento do rendimento,
gue foi maior em tempos maiores de processo. A maior conversao (Yess = 0,29 g/g) foi
verificada em 120 h. Portanto, considerando dados anteriores (OLIVEIRA, 2010) que
demonstraram que a fase exponencial de crescimento da linhagem IOC 3011 tem
término no tempo de 72 h, mostra que a cinética de producao de pululana ocorre semi-
associada ao crescimento celular. Comportamento similar foi apresentado por Sena e
colaboradores para duas linhagens de A. pullulans. Estes autores apresentam dados
de Ypis de 0,35 e 0,53 g/g.
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Figura 34. Fatores de conversdo de substrato em produto (Yes) determinados durante a
fermentagéo de agucar cristal e LRC em biorreator (1,0 vwm e 300 rpm) por A. pullulans 10C
3011.

Em 2001, Lee e colaboradores determinaram valor maximo para Ye/s de 0,27
g/g a partir do cultivo em batelada de A. pullulans ATCC 42023 em meio contendo
glicose (50 g/L) e sulfato de aménio (0,6 g/L), em pH 4,5. Porém, a partir do ajuste do
pH para 6,5, foi atingido 0,33 g/g.
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Estas fontes de carbono e nitrogénio também foram as mais adequadas para o
cultivo de trés isolados de solos de floresta (PUNNAPAYAK et al.,, 2003). Nas
condi¢bes de pH de 7,5 e 30°C, o rendimento foi 0,23 g/g para A. pullulans PR e 0,19
g/g para A. pullulans CU em 120 h e 0,16 g/g para A. pullulans SU apds 96 h. Ao
substituir sulfato de amonio por peptona, houve decréscimo da producdo resultando
em 0,17 g/g (PR), 0,13 g/g (CU) e 0,03 g/g (SU), nos mesmos periodos.

Em trabalho mais recente, Sugumaran, Jothi e Ponnusami (2013) avaliaram a
influéncia do tempo de fermentag&o no rendimento de pululana em fermentacéo no
estado sdlido empregando A. pullulans MTCC 2670 em bagaco de mandioca. Para
uma razao bagaco/agua de 1:2, o rendimento foi crescente até a 962 h, quando atingiu

0,024 g/g, e, a sequir, decresceu.

Ao longo do processo fermentativo foram realizadas medicées on line de
oxigénio dissolvido, exibidas na Figura 35. Pode-se observar deplecdo de oxigénio
desde o inicio do processo, atingindo niveis minimos em 48 h. A partir dai até o final
do processo, manteve-se muito baixo e inalterado. Isto sugere que o0 suprimento de
oxigénio pela injecdo de ar na vazéo de 1,0 vwm, com agitagdo de 300 vvm, néo foi
suficiente para manter niveis de oxigénio adequados para o metabolismo do fungo.
Isto fez com que a producdo do polissacarideo fosse reduzida, no entanto, nao
impossibilitou a sua biossintese, o que ratifica os resultados anteriormente obtidos.
Logo, é possivel melhorar a performance do processo, a partir do uso combinado de

acucar cristal e LRC, contemplando prioritariamente a otimizacédo destes parametros.
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Figura 35. Variagdo do oxigénio dissolvido no meio reacional ao longo de 120 h de
fermentagéo de agucar cristal e LRC por A. pullulans 10C 3011 em biorreator (1,0 vwvm e 300

rpm).

Para fins comparativos, foi realizada a medida da concentracdo inicial de
oxigénio no meio de mesma composicao, para ensaio conduzido em mesa agitadora.
Nas condi¢cbes experimentais adotadas para este estudo, o valor de OD foi 98%.
Obviamente, o crescimento do fungo e a produc¢éo de biopolimero causaram reducao
da disponibilidade de oxigénio no decorrer do processo. Contudo, nos ensaios
conduzidos em mesa agitadora foi possivel suprir maior quantidade de oxigénio para
o0 metabolismo microbiano. Por conseguinte, foi possivel obter maior quantidade de

biopolimero.

Cabe ainda mencionar que, na ocasidao dos ensaios em biorreator, o clima
estava muito quente. E, como a refrigeracado do sistema se dava por circulacdo de
agua da torneira, a maior temperatura do processo neste periodo (30-31°C) também
pode ter comprometido a producdo, contribuindo para a reducdo da sintese de

pululana.

Assim como a fonte de carbono, a fonte de nitrogénio, as concentracfes
relativas de ambos, o pH e a concentragdo de oxigénio, a temperatura também esti
entre 0s principais parametros para a sintese de pululana. Especificamente, a
temperatura com vista a formacao de polissacarideo por A. pullulans ATCC 3092 se
situa na faixa de 20 a 36°C de acordo com McNeil e Kristiansen (1990). Esses autores
verificaram que a temperatura afeta consideravelmente a fermentacdo sendo, no caso

deles, 24°C, a temperatura ideal para a sintese do produto. De acordo com o0s autores,
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a variacao da concentracao de polissacarideo com a temperatura pode ser decorrente
de alteracdes na velocidade de crescimento ou na morfologia do organismo produtor.

Por outro lado, Chi e Zhao (2003) demonstraram que a temperatura ideal para
a producao é de 28°C para as linhagens de A. pullulans Y68 e que as temperaturas
superiores ocasionam redugcdo no rendimento do processo fermentativo

proporcionalmente ao aumento da temperatura.

Xia, Wu e Pan (2011), estudando o efeito conjunto do pH e da temperatura, em
condi¢Bes controladas, em relagédo ao crescimento celular e a producéo de pululana
por A. pullulans AP329, demonstraram que pH baixo (2,5) e temperatura elevada
(32°C) sao favoraveis ao crescimento do fungo, enquanto pH mais elevado (5,5) e

temperatura baixa (26°C) estimulam a sintese de pululana.

Os mostos fermentados, livres de células, de 72 e 120 h de processo foram
também analisados quanto a sua viscosidade para determinagcdo do comportamento
reolégico do polimero produzido em solug¢do (Figura 36). Houve um aumento da
viscosidade com o aumento do tempo de processo. Tal comportamento € indicativo
de aumento da producéo a partir de 72 h, o que corrobora com o grafico de evolucéo

da producdo de biopolimero anteriormente apresentado (Figura 33).
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Figura 36. Comportamento viscosimétrico dos caldos fermentados pela linhagem A. pullulans
IOC 3011, em biorreator de bancada (Advanced Rheometer 2000, 25°C).
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Roukas e Mantzouridou, em 2001, estudaram a viscosidade aparente do mosto
fermentado sem separacéo de células ao longo de 215 h em biorreator. Notaram que,
nas taxas de aeracdo de 1, 2 e 3 vvm, as viscosidades aumentaram até 120, 144 e
168 h, respectivamente, e depois decresceram. De acordo com o0s autores, este
aumento pode estar associado ao aumento da concentracdo de biomassa e
polissacarideo no decorrer do processo. A transferéncia de massa, ainda segundo os
autores, aumentou nas primeiras 24 h de fermentacéo e depois decresceu até quando
a viscosidade maxima foi observada, o que indica correlacdo entre o aumento de
viscosidade com a reducao de transferéncia de massa. Ainda segundo eles, o
aumento das concentracdes de biomassa e de polissacarideos dificultam a
transferéncia de oxigénio e a homogeneizacao do mosto, o que pode ser solucionado

com o aumento da taxa de aeracdo de 1 para 3 vwm.

O acima exposto, pode ser uma explicacao para o teor muito baixo de oxigénio
apos 72 h de processo (Figura 35). Portanto, o aumento da taxa de aeracédo, bem
como a velocidade de agitacdo, poderia permitir o aumento da disponibilidade do
oxigénio, incrementando a producéo. Entretanto, o efeito das forcas de cisalhamento
sobre as células teria que ser verificado, visto que outros trabalhos demonstraram que
seu aumento pode inibir a sintese de biopolimero (WECKER; ONKEN, 1991;
ROUKAS; MANTZOURIDOU, 2001).

5.4.1.1. Caracterizacdo do biopolimero obtido em biorreator
% TGA

A andlise térmica dos biopolimeros recuperados, obtidos pela fermentacéo de
acucar cristal (30 g/L) e LRC (8 g/L) em biorreator de bancada de 2 L (1 vwvm e 300
rpm), para tempos de 72 h (item 5.4) e 120 h (item 5.4.1) estéo ilustrados na Figura
37. Deve-se mencionar que apenas o biopolimero de 120 h (Figura 37B) foi tratado

por ressolubilizacao e filtracéo.

Comparativamente ao ensaio conduzido em frascos em mesa agitadora (Figura
25), as amostras de biopolimero obtidas a partir da fermentacdo em biorreator

apresentaram perfis termogravimeétricos semelhantes, o que mostra que a qualidade
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do biopolimero néo foi alterada quando sua producao foi conduzida em maior escala,
embora nédo se tenha conseguido atingir a mesma quantidade produzida.

A curva de TGA na figura mostra que inicialmente, as amostras de ambos os
tempos (72 e 120 h), sofrem perda de massa, até por volta de 160°C, o que
corresponde a desidratacdo das amostras. Constantin e colaboradores (2011)
também identificaram a presenca de agua em amostra de pululana pura e na amostra

por eles analisada.

A seguir, nota-se um estdgio de degradacéo, indicativo de decomposi¢do do
biopolimero, tanto para a amostra de 72 h quanto a de 120 h. No caso da amostra de
72 h de fermentacéo (Figura 37 A), a degradacéo teve inicio em 263,3°C e final em
350°C. Comportamento diferenciado foi evidenciado para a amostra de 120 h de
fermentacao (Figura 37 B), j& que a degradacédo teve inicio em 255°C, embora a
temperatura final de degradacao tenha sido igual. A reducdo da temperatura inicial de

degradacéo indica uma pequena diminui¢do de resisténcia térmica da pululana.

Hussain e colaboradores (2013) analisaram uma pululana comercial quanto a
estabilidade térmica. Foram determinadas temperaturas de decomposicao inicial e
final de 278°C e 371°C, respectivamente. Ambos os valores sdo superiores aos
observados para as amostras de biopolimero resultantes da fermentacdo em
biorreator, objeto deste estudo. Por outro lado, se comparadas com a amostra de
pululana avaliada por Prasad e colaboradores (2008), cuja temperatura de
degradacao inicial foi de 209°C, as amostras do presente estudo apresentam maior
resisténcia térmica. A variacdo nas temperaturas de degradacéo, inicial e final, esta
associada a massa molar da amostra, a presenca de agregados e de contaminantes
(organicos e/ou inorganicos). Obviamente, as amostras deste trabalho, ainda contém
bastante impurezas, principalmente porque o meio contém varios elementos quimicos

decorrentes do emprego da LRC.
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Figura 37. Curvas de Termogravimetria (TGA) e Termogravimetria Derivada (DTG) até 700°C,
com velocidade de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio, da amostra obtida
em biorreator utilizando 1,0 vwm e 300 rpm, para 72 h (A) e 120 h (B) de processo em

biorreator (1,0 vwm e 300 rpm).

Ainda analisando as curvas de TGA na Figura 37 (A e B), na temperatura de

700°C, nota-se que as duas amostras apresentaram 32% de residuos, compostos por

cinzas. Portanto, a ressolubilizagdo acompanhada de filtracdo, realizada apenas na

amostra de 120 h, ndo foi eficiente na reducdo de elementos inorganicos,

demonstrando a necessidade de uma etapa adicional de purificacdo. A presenca de

24% de residuos em amostra de pululana comercial também foi constatada por

Constantin e colaboradores (2011).
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Pela analise das curvas de DTG (Figura 37 A e B), onde o pico indica a
velocidade méxima de decomposicdo, tém-se temperaturas relativas de
aproximadamente 296 e 301°C para as amostras de 72 e 120 h, respectivamente.
Constantin e colaboradores (2011) observaram ser a temperatura de 288°C referente

a velocidade maxima de degradacédo para pululana padréo.

Pela andlise da curva de DTG, podem ser observados ainda picos de DTG em
171,5 e 210°C para os tempos de 72 e 120 h, respectivamente. O estudo de
Sugumaran e colaboradores (2014) revela decomposi¢cdo semelhante pela analise
termogravimétrica de pululana pura, com velocidade méaxima de degradacdo em
aproximadamente 180°C. Contudo os autores ndo comentam o ocorrido. A
decomposicdo pode estar associada a presenca de oligossacarideos, ou mesmo, de
contaminantes, como oligbmeros de pululana, microagregados glicidicos ou proteinas

de baixa massa molar.
% Elementos inorganicos

A fonte de nitrogénio estudada neste trabalho (LRC) foi avaliada quanto a
composicdo dos elementos inorganicos e apresentou, cobre, potassio, ferro,

manganés, zinco, calcio e molibdénio.

As cinzas geradas quando da analise térmica da amostra de pululana produzida
em biorreator foram analisadas para caracterizacdo dos elementos inorganicos e

determinacao dos respectivos teores (Tabela 20).

Tabela 20. Analise de elementos inorganicos da amostra de biopolimero obtida em

biorreator
Concentracéao (%)
Material
Na Mg Al Si P S K Ca
Biopolimero 0,76 05 0,23 0,24 3,25 0,24 2,8 0,23
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As presencas de soédio, magneésio, foésforo, enxofre e potassio estéo associadas
a composicdo quimica do meio basal (Tabela 9). Os elementos magnésio e potassio
estdo presentes ndo s6 no meio basal, mas também na LRC, fonte de nitrogénio
constituinte do meio de producéo, enquanto que o calcio estad presente apenas na
LRC.

A cana contém cerca de 80% de agua e de 20% de sélidos dos quais, quase
da metade sdo solidos solluveis e fibras. Considerando a composicdo do acucar,
composto por material organico, essencialmente sacarose (aprox. 80%), glicose e
frutose, sais de acidos inorganicos e organicos, proteinas, amido, goma, ceras e
gorduras, a presenca de metais pesados ndo € comum. Os principais sais inorganicos
sao cloretos e sulfatos de potassio, célcio e magnésio. O contetdo de metais em cana
de acUcar é variavel e dependente da regido de cultivo. Quanto maior for o nimero de
processos envolvidos no tratamento para refino, menor serd a quantidade de metais

encontrados no agucar.

A presenca de aluminio e silicio pode ser devida a sua presenca como
contaminante no agucar cristal. Segundo a Usina Alto Alegre (2014), o agucar cristal
apresenta sacarose (aprox. 99,6 %); sais minerais (aprox. 0,10 %); umidade (aprox.
0,07 %); outros componentes 0,23 % e suas cinzas podem apresentar sais de calcio,
magneésio, ferro, silicio, entre outros. Estes sais estdo presentes no caldo de cana
original e sédo também incorporados a ele pelo processo industrial, principalmente pelo
contato com partes metalicas que compdem a fabrica e pela adicao de leite de cal.
Ainda segundo a Usina Alto Alegre, podem apresentar como contaminantes:
antimonio, arsénio, cadmio, cobre, chumbo, cromo, estanho, mercurio, niquel, selénio

e zinco.

O emprego de silicio na agricultura promove o fortalecimento da parede celular
das folhas e dos caules, aumentando a area de exposi¢cédo ao sol, 0 que resulta em
mais fotossintese e menos ataque de pragas, e deixa as plantas mais eretas
(FILGUEIRAS, 2007). Tem um papel importante nas relagbes planta-ambiente,
conferindo a cultura condi¢des para suportar variacdes climéticas, e bioldgicas, além
de favorecer o aumento de producdo com melhor qualidade do produto. Por isso, seu

emprego na agricultura.
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No caso do aluminio, os possiveis focos de contaminagédo podem ser o tipo de
solo onde a cana-de-acguUcar foi cultivada ou em decorréncia do seu processamento,

resultado de mas praticas de fabricacdo ou do desgaste de equipamentos.

Né&o foi encontrada nenhuma informacéo para o agucar cristal da marca Unido
quanto a sua composi¢cdo. Logo, considerando a presenca de elementos
contaminantes na principal fonte de carbono e energia empregada na formulacdo do
meio de producéo, deve-se estudar mais detalhadamente a sua composi¢ao quimica,
0 que pode estar influenciando negativamente a producdo, ou pelo menos para
reducao de custos.

% FTIR

A Figura 38 (A e B) apresenta os espectros FTIR dos biopolimeros obtidos a
partir da fermentacdo em biorreator (1 vvm e 300 rpm) para tempos de 72 e 120 h,

respectivamente.

Assim como observado através das curvas de TGA/DTG, os perfis de FTIR dos
biopolimeros foram muito semelhantes aos obtidos para os biopolimeros produzidos
em frascos agitados (Figura 26), o que sugere que as ligacdes presentes no
biopolimero foram preservadas, bem como a sua qualidade.
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Figura 38. Espectros na regido do infravermelho de amostras de biopolimero recuperado de
mosto fermentado em biorreator (1,0 vvm e 300 rpm) em 72 h (A) e 120 h (B) de processo.

Nota-se uma forte absorcdo em 3400 cm, indicativa de que os dois
biopolimeros possuem unidades de repeticdo de O-H, como a presente em agucares.
As ligacdes entre os grupamentos O-H sdo muito fortes, o que leva a uma menor
vibracdo das moléculas, resultando na formag¢do de uma banda larga quando as
amostras sdo analisadas em infravermelho (FREIXO et al.,, 2002). Também é
evidente, a presenca de outra forte absorcdo em 2928 cm?, indicativa de uma ligacéo
sp® no C-H de componentes alcanos existentes. O pico em 1737 cm esta associado
ao estiramento vibracional de grupos carboxilicos (deformacdo axial de C=0 de
acetato), o que sugere a presenca de pequena quantidade de grupos carboxilicos, os
quais podem ter se originado da presenca de debris celulares. A absorcdo em 1618

cm* corresponde a agua. E, por fim, o pico de absorcdo em 1023 cm refere-se ao
estiramento C-O.
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As areas de absorbancia presentes nas amostras de biopolimero em anélise
se assemelham as encontradas por outros autores, o que indica a possibilidade de
tratarem-se de pululana (SEO et al., 2004; SINGH; SAINI, KENNEDY, 2008;
GNIEWOSZ; DUSZKIEWICZ-REINHARD, 2008; THIRUMAVALAVAN;
MANIKKADAN; DHANASEKAR, 2009, SUGUMARAN et al., 2013, ZHU et al., 2013).

% RMN

O biopolimero obtido em biorreator também foi analisado por RMN *3C. Esta
analise permite dar maior suporte a interpretacdo do espectro de FTIR, uma vez que
a avaliacdo das vibracdes de moléculas complexas por FTIR nem sempre fornece
dados elucidativos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). A analise de RMN 3C s6 foi
feita para o material obtido em biorreator para tempo de fermentacdo de 120 h,
considerando que as andlises de FTIR e TGA mostraram similaridade entre as duas

amostras.

Na Figura 39 A, que apresenta a estrutura do biopolimero definida por
ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN 12C), evidencia-se a presenca
de 20 sinais intensos, 18 caracteristicos dos carbonos C-1 e C-6, correspondentes a
trés unidades de repeticdo do polissacarideo e 2 nao relativos ao polissacarideo.
Estes sinais foram correlacionados por comparacdo com dados de RMN 3C de
pululanas publicados anteriormente (YOUSSEF; ROUKAS; BILIADERIS,1999;
GLINEL et al., 2000; SINGH; SAINI; KENNEDY, 2009; SUGUMARAN et al, 2013).

Em 90 a 110 ppm, regido do carbono anomérico, observa-se trés sinais (100,9;
100,4 e 98,6 ppm) que foram atribuidos aos carbonos C-1 das unidades A (a-D-glicose
(1-6)), B (a-D-glicose (1—4) vizinho a unidade (a-D-glicose (1—6)) e C (a-D-glicose
(1—>4) vizinha a outra unidade (a-D-glicose (1—4). As unidades A, B e C estao

ilustradas na Figura 27.
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Figura 39. Espectro de RMN 3C em espectrometro Fourier transform Bruker Avance DRX a
125 MHz da amostra de biopolimero obtido em biorreator (1,0 vwm e 300 rpm) em meio
contendo 30 g/L de acgucar cristal e 8 g/L de LRC por linhagem A. pullulans IOC 3011.

Os sinais na regido de 78 a 79 ppm se referem aos C-4 envolvidos na ligacao
glicosidica das unidades B e C (Figura 27). O C-4 da unidade A pode ser observado

em 69,8 ppm.

A partir do espectro de RMN 13C, pode-se concluir que o biopolimero isolado
obtido nas condi¢Bes estudadas nesse trabalho trata-se de pululana. Entretanto, a
presenca de picos em 172 e 38,8 ppm, caracteristicos de proteina ou residuos de
aminoacidos provenientes da degradacado proteica, indica que o biopolimero obtido
em biorreator, apds ser recuperado e parcialmente purificado (nova solubilizacéo
seguida de filtracdo em membrana com porosidade 0,45 pum), ainda apresentou
resquicios de células (debris celulares), podendo estas serem provenientes do micro-
organismo fermentador (A. pullulans IOC 3011) ou da fonte de nitrogénio (LRC). Isso
indica que a etapa adotada para reducao do pigmento no biopolimero nao foi suficiente
para a extracdo completa de debris celulares, sendo, portanto, necessaria um estudo

para definicdo de forma de tratamento mais adequado.

OLIVEIRA, J. D.



154

5.4.2. Avaliacéo da citotoxicidade do biopolimero produzido

Neste trabalho foi investigado o efeito citotoxico do biopolimero obtido em
dispersdo aquosa, comparativamente a pululana usada como referéncia (Sigma
Aldrich) em células de neuroblastoma, com a finalidade avaliar a aplicabilidade do
biopolimero produzido a partir da fermentacdo de residuo industrial (LRC) pela
linhagem 10C 3011.

A Figura 40 apresenta imagens referentes as analises de microscopia Optica
para culturas de células de neuroblastoma de camundongo N2A apds 24 h de
exposicao a: (A) agua — controle de viabilidade celular; (B) 10% de Triton — controle
de morte; (C) dispersédo aquosa (50 mg/L) do biopolimero obtido em biorreator (1,0
vvm e 300 rpm), recuperado do mosto fermentado e parcialmente purificado; e (D)

dispersédo aquosa (50 mg/L) da pululana comercial, marca Sigma-Aldrich.

Na Figura 40 A pode ser observada a morfologia das células viaveis de
neuroblastoma, planas e bem distribuidas, com pequena lamellipodia (estruturas em
forma de leque), sugerindo a mobilidade celular. Morfologia bem diferenciada
apresentaram as células apés mortalidade induzida por tratamento com Triton (Figura
41 B). Neste caso, as células perderam sua forma tipica, tornando-se redondas e de
tamanho reduzido, acabando por se desprender da superficie de crescimento,
caracteristicas ndo observadas nas células controle, qgue se mantiveram aderentes a

superficie de crescimento.

A andlise comparativa das Figuras 40 A a D, deixa evidente a alta viabilidade
das células quando mantidas por 24 h na presenca das pululanas, comercial ou da
produzida em biorreator. As células tratadas com os biopolimeros (Figura 40 C e D)

nao diferiram entre si, mesmo com o0 aumento gradual da concentracao das pululanas.
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Figura 40. Resultados do exame microscopico Optico (aumento de 40x) da cultura de
neuroblastoma de camundongo in vitro apds 24 h de exposicéo a: A- agua; B-10% de Triton;
C- dispersdo aquosa (50 mg/L) do biopolimero obtido em biorreator (1,0 vvm e 300 rpm) em
meio contendo 30 g/L de acuUcar cristal e 8 g/L de LRC por linhagem A. pullulans IOC 3011;

D- dispersédo aquosa (50 mg/L) de pululana comercial Sigma-Aldrich.

17

Outro aspecto da resposta de citotoxicidade avaliado no presente estudo foi a
viabilidade celular por ensaio do teste do MTT. A avaliacdo da viabilidade celular foi
realizada frente aos produtos testados. A Figura 41 apresenta a leitura de absorbancia
em 590 nm do MTT, sendo que o valor de absorbancia referente ao controle de vida
(tratado com agua) indica viabilidade de 100% das células.
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Figura 41. Viabilidade de células no teste MTT de citotoxicidade apos tratamento com 10%
de Triton; Agua; Biopolimero [dispersao aquosa (50 mg/L) do biopolimero obtido em biorreator
(1,0 vwm e 300 rpm) em meio contendo 30 g/L de agucar cristal e 8 g/L de LRC por linhagem
A. pullulans 10C 3011]; Padrao [dispersédo aquosa (50 mg/L) de pululana comercial Sigma-
Aldrich].

Observando a figura, os valores de 56,1 foi obtido para o grupo controle de
viabilidade (tratado com agua), o que equivale a 100% de células viaveis; 1,0 para
grupo de controle de morte (tratado com Triton), o que equivale a 1,8% de células
vivas; 70,7 para a pululana comercial (Padrdo) — 126% de células viaveis — e 84,8
para o biopolimero obtido neste trabalho, equivalendo a 151% de células viaveis.
Nota-se, quando comparado ao grupo controle, elevada absorbancia para os grupos
tratados com o biopolimero obtido e com o padréo, sugerindo que a quantidade de
células viaveis nesses ensaios foi superior a do controle de viabilidade, indicando ndo
apenas a auséncia de citotoxicidade das amostras testadas, mas também a presenca
de algum componente que pode ter estimulado o aumento de células em relagdo aos

demais grupos.

O fato das células terem mantido sua forma tipica (Figura 40) e alta leitura de
absorbéancia (Figura 41) era previsivel para a pululana comercial, jA que este

biopolimero é considerado GRAS (Generally Recognized as Safe), por suas
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caracteristicas de nédo toxicidade e de elevada biodegradabilidade, por isso usado

como aditivo alimentar.

Para o biopolimero em teste, a intencéo era avaliar o efeito citotdxico por conta
das impurezas relativas ao residuo industrial usado como matéria-prima na producao,
mesmo embora, seja oriundo de industria de bebidas. Com base nos resultados
obtidos, pode-se inferir auséncia de toxicidade da pululana produzida para a cultura

de neuroblastoma.

Os testes de citotoxicidade empregados demonstraram que os biopolimeros
testados apresentaram viabilidade superior ao do controle positivo, indicando
auséncia de citotoxicidade a um nivel que permite a sua aplicacdo experimental com

seguranga.

Na literatura especializada nao foram encontrados trabalhos de citotoxicidade
da pululana. Apenas publicacdes tratando da toxicidade de pululanas modificadas,
como por exemplo: pululana modificada de forma catidnica (REKHA; SHARMA, 2009);
anticorpos nanoconjugados pululana-histonas (REKHA et al., 2013); nanoparticulas a
base de pululana (DIONISIO et al., 2013); conjugado pululana—polietileneimina
(REKHA; SHARMA, 2014); pululana-protamina (PRIYA, REKHA, SHARMA, 2014)

entre outros.
5.5. Consideracdes finais

De acordo com planejamento experimental realizado para definir as
concentracfes das fontes de carbono (acUcar cristal) e de nitrogénio (LRC) para
ensaios de bancada conduzidos em mesa agitadora, o ponto de maxima estimativa
de rendimento de biopolimero, viscosidade e massa molar, esta fora da regido
experimental (ponto de maximo global). A analise estatistica indicou que utilizar
valores de concentracéo de substratos inferiores a 30 g/L e de LRC superiores a 8 g/L
gerariam valores de resposta superiores. Entretanto, para a continuidade desse
trabalho, ndo seria interessante extrapolar esses valores para fora da regido de
experimentacdo. Isso se deve ao fato de que a estatistica mostra uma tendéncia
matematica, porém, para a producdo, poderia ndo ser viavel a utilizagdo de uma

concentracéo tdo baixa de fonte de carbono para que ocorresse anabolismo (sintese
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celular e de material polimérico), visto que a literatura utiliza valores superiores a 30
g/L, tendo, em sua maioria, utilizada concentracao inicial de fonte de carbono igual a
50 g/L (WU et al., 2009; CHOUDHURY; SALUJA; PRASAD, 2011; WU; CHEN; PAN,
2012). Inclusive, alguns autores indicam a concentracéo de glicose e sacarose iniciais
de 150 g/L, cinco vezes maior que a concentracdo proposta neste trabalho (DUAN;
CHI; WANG, 2008; CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011, CHOUDHURY;
SALUJA; PRASAD, 2011). Na literatura consultada, ndo foram encontrados valores
gue fossem inferiores a 30 g/L de substrato inicial. Adicionalmente, a utilizacdo de
concentragcdes muito altas de LRC admitiria a presencga de muitos solidos, que mesmo
que nao tivessem acado inibitbéria para a sintese de pululana, implicariam na
necessidade de mais etapas de tratamento, deste modo, elevando os custos do

processo.

E notdria a similaridade entre as amostras de pululana de referéncia (comercial
da marca Sigma Aldrich) no que concerne as andlises de FTIR, TGA e RMN C e a
sintetizada pela linhagem A. pullulans 10C 3011 na condi¢do selecionada no
planejamento experimental, isto é, meio de producao consistindo de 30 g/L de agUcar
cristal e 8 g/L de LRC. Portanto, sugere-se ser exopolissacarideo precipitado ser

pululana.

Estranhamente, a producéo de biopolimero em biorreator foi bem menor do que
a obtida nos ensaios conduzidos em frascos agitados. Uma possivel explicacao esta
na mutacdo espontanea da linhagem. Isto porque, ao dar inicio aos ensaios em
biorreator, a cultura estoque passou a apresentar diferente comportamento, mesmo
qguando cultivada em frascos agitados. Segundo Nelson (1992) a mutacéo de fungos

pode ocorrer por subcultivos constantes em meios ricos em carboidratos.

As mutacg6es génicas causam alteracdes nos genes e, consequentemente nas
proteinas, determinando, muitas vezes, a formacéo de novas proteinas ou alterando
a acao de enzimas importantes no metabolismo (MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2004). Alguns autores demonstraram que houve comprometimento no rendimento em
pululana quando utilizadas linhagens mutantes de A. pullulans obtidas por inducao
utilizando agentes mutagénicos (TARABASZ-SZYMANSKA, 1993, TARBASZ-
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SZYMANSKA; GALAS, 1993 apud KACHHAWA; BHATTACHARJEE; SINGHAL,
2003; YU et al., 2012).

Tentou-se recorrer a linhagem original, solicitando novo exemplar a Colecéo de
Cultura da Fiocruz. Porém, a linhagem cedida como A. pullulans 10C 3011,
apresentava morfologia macroscépica diferenciada, caracteristica do género
Aspergillus. Por isso, e considerando a exiguidade de tempo para término deste
estudo, deu-se sequéncia ao trabalho utilizando a linhagem que estava sendo mantida
no laboratorio da Escola de Quimica/UFRJ. Mesmo porque interessava determinar o
efeito da combinacdo aeracdo e agitacdo, o que seria definido por andlise

comparativa.

E valido destacar que o valor maximo de taxa de aeragéo utilizado neste
trabalho de 1 vwm néo foi o mais indicado pela literatura, uma vez que Roukas e
Mantzouridou (2001), Goksungur e colaboradores (2005) reportaram ser maior a
producdo quando utilizado 2,0 vwvm, enquanto Cheng, Demirci e Catchmark (2011),
gue observaram maior producdo em 1,5 vwm. Neste trabalho o fator limitante foi o

proprio biorreator, que ndo permitiu trabalhar com taxa de aeracéo superior a 1,0 vvm.

Os resultados obtidos apontam para uso de agucar cristal e do rejeito cervejeiro
LRC para a producéo de pululana que, apesar de conter percentual consideravel de
impurezas, se mostrou ndo citotoxico para células de neuroblastoma. Contudo, em
face da baixa quantidade produzida em biorreator, deverao ser definidas as condi¢cdes
operacionais, prioritariamente, temperatura, aeracao e agitacdo, para maximizacao da

producao, antes de se efetuar a avaliagdo econémica do processo.

Considerando que néao foi realizada a otimizacdo das fontes de carbono e de
nitrogénio em relacdo aos sais minerais presentes, portanto, existe a possibilidade de
incrementar futuramente a producédo de biopolimero e/ou sua qualidade a partir do

cultivo microbiano em meio constituido de acucar cristal e LRC.
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6. CONCLUSOES
6.1. Producéo e obtencédo de biopolimero

e Dentre as trés linhagens de A. pullulans testadas, apenas a IOC 3011, foi capaz
de crescer unicelularmente em meio contendo acucar cristal e levedura residual de
cervejaria; morfologia imperativa para a producdo de biopolimero por esta espécie
fungica polimérfica.

e A pigmentacdo do biopolimero ndo estéd associada a presenca de luz durante o
processo de producéo;

e Com aressolubilizacédo do biopolimero recuperado do mosto fermentado isento
de células, seguido de filtracéo foi possivel reduzir a pigmentacdo, sem alteracao da
sua qualidade do polissacarideo, embora néo tenha levado a redugéo dos elementos

inorganicos;

e A partir do planejamento experimental e, levando em consideragdo a analise
técnica, foi possivel selecionar as concentracdes iniciais de acUcar cristal e de
levedura residual de cervejaria (LRC) para a producéo de biopolimero por A. pullulans,
30 g/L e 8 g/L, respectivamente, em ensaios em frascos agitados, apresentando

producéo de aproximadamente 12 g/L de biopolimero;

e Dentre as combinacfes de taxas de aeracdo e velocidades de agitacao
ensaiadas em biorreator, a maior quantidade de pululana (7,8 g/L) foi alcangada com
120 h, a 1 vwm e 300 rpm, respectivamente;

6.2. Caracterizacdo do biopolimero

e A avaliacdo qualitativa do biopolimero produzido neste trabalho permitiu
evidenciar a similaridade das estruturas do biopolimero recuperado com a pululana

referéncia (Sigma-Aldrich).
6.3. Tratamento in vitro

e O biopolimero produzido ndo apresentou citotoxicidade/susceptibilidade para

cultura de células de neuroblastoma de camundongo (N2A).
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7. SUGESTOES
o Estudar a utilizacdo da LRC com prévia separacdo do material sélido,
por diferentes procedimentos;

o Avaliar a necessidade de complementacdo ou subtracdo com ions

inorganicos para maximizagcao da produgéo;

o Avaliar a citotoxicidade do biopolimero utilizando células Vero (células
renais), referéncia para ensaios de morte, e células Hek (células provenientes de

ovario de hamster).
o Avaliar a viabilidade econémica do processo;

. N&o realizar qualquer etapa de tratamento do biopolimero e testa-lo em

sistema de simulacao para a recuperacao de petréleo de pocos;

o Avaliar etapas de purificacdo para redugdo das impurezas

aplicacdo em micro-encapsulamento de farmaco.
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Apéndice 1
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Figura 42. Analise viscosimétrica do mosto obtido do Planejamento Experimental.
Concentracdes iniciais de acucar cristal e levedura residual de cervejaria,
respectivamente: 30 e 2 g/L (1A e 1B); 70e 2 g/L (2Ae 2B);30e 8 ¢g/L (3Ae 3B); 70 e
8 g/L (4A e 4B);50 e 5 g/L (5A, 5B, 6A, 6B, 7A e 7B) apos 96 h de fermentacao
(Advanced Rheometer 2000, 25 °C).
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60000 4 13E3R
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Figura 43. Cromatogramas das amostras obtidas do Planejamento Experimental para
avaliar as concentracdes iniciais ideais das fontes de carbono (acglcar cristal) e de
nitrogénio (levedura residual de cervejaria) apds 96 h de fermentacéo. [Concentracbes
iniciais de acucar cristal e LRC, respectivamente: 30 e 8 g/L (13E3); 30 e 8 ¢g/L

(13E3R); 70 e 8 g/L (13E4) e 70 e 8 g/L (13E4R)].
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Apéndice 2 (cont.)
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Figura 44. Cromatogramas das amostras obtidas do Planejamento Experimental para
avaliar as concentragfes iniciais ideais das fontes de carbono (acUcar cristal) e de
nitrogénio (levedura residual de cervejaria) apos 96 h de fermentacdo. [Concentracbes
iniciais de acucar cristal e LRC, respectivamente: 50 e 5 g/L (13E5); 50 e 5 g/L
(13E5R); 50 e 5 g/L (13E6); 50 e 5 g/L (13E6R); 50 e 5 g/L (13E7); 50 e 5 g/L (13E7R)].
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Tens&o de cisalhamento ( 7)

aeracgao e velocidades agitacao (Advanced Rheometer 2000, 25°C).

Tens&o de cisalhamento (7')
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Apéndice 3
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Figura 45. Curvas de escoamento dos mostos obtidos em biorreator em distintas taxas de

Apéndice 4
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Figura 46. Curvas de escoamento da pululana comercial de referéncia e do biopolimero
produzido por A. pullulans 10C 3011 recuperado e ressolubilizado em &gua em 3
concentracdes 1, 5 e 10% m/v, obtido em taxa de aeracéo de 1 vwm e velocidade de agitacéo
de 300 rpm, utilizando 30 g/L de acucar cristal e 8 g/L de levedura residual de cervejaria
(Advanced Rheometer 2000, 25 °C).
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