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RESUMO

MARCHIORO, Marcelo Luis Kuhn. Influéncia da concentracao do substrato e pH inicial
sobre a producdo microbiana de lasiodiplodana em meio a base de melago de soja.
2018. 42 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Bacharelado em Quimica), Universidade

Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2018.

B-Glucanas sdo polissacarideos constituintes da parede celular de alguns fungos,
leveduras e cereais. Comercialmente, a maioria das B-glucanas tém sido extraidas da
parede celular de leveduras e cereais, porém, algumas podem ser produzidas e
secretadas para 0 meio extracelular por microrganismos cultivados em sistemas
submersos. Entre as B-Glucanas extracelulares destaca-se a lasiodiplodana, que é
uma (1—6)-B-D-glucana produzida pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI. O
fungo L. theobromae tem sido bastante eficiente na producdo de lasiodiplodana em
meios de cultivo a base de glicose, maltose e sacarose, entretanto, o uso de fontes
de carbono alternativas poderia reduzir o custo de producéo. Neste sentido, o melago
de soja, um coproduto do processo de producéo de concentrado proteico de soja, tem
demonstrado potencial como substrato para a producao de bioprodutos, em funcao
da elevada concentracdo de acgucares. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
a utilizacao do melago de soja como substrato para a produgao da lasiodiplodana pelo
fungo L. theobromae MMPI. Delineamento fatorial completo (2)? foi empregado para
avaliar o efeito da concentracdo do substrato e do pH inicial sobre a producéo e
rendimento de lasiodiplodana e crescimento micelial. Estudo cinético foi conduzido
para determinacdo do tempo de cultivo, em cultivos empregando as condicbes
otimizadas de concentracdo de substrato e pH inicial. A variavel concentracdo de
substrato teve efeito negativo sobre a producgéo (Pr), rendimento em lasiodiplodana
(Yrs) e rendimento em biomassa celular (Yrix), e efeito linear positivo sobre a
producdo de biomassa celular (Px) ao nivel de 95% de confianga. Os valores de pH
estudados ndo demonstraram efeito significativo (p<0,05) sobre os parametros
fermentativos. Maiores valores de producao (1,653 g/L) e rendimento (0,115 g/g) em
lasiodiplodana e maior rendimento em biomassa celular (0,573 g/g) foram obtidos
gquando usando concentragcdo inicial de 20 g/L (pH 4) de substrato. Maiores

concentracdes de substrato (60 g/L e pH 4) promoveram maior crescimento celular



(13,627 g/L). No estudo cinético foi verificada méxima producéo de lasiodiplodana
(0,89 g/L) e biomassa (7,33 g/L) ap6s 96 horas de cultivo, sendo consumidos mais de
80% do substrato. O melaco de soja demonstrou ser um substrato alternativo, eficiente
e de baixo custo para a producédo de lasiodiplodana e biomassa celular a partir do

cultivo submerso do fungo L. theobromae MMPI.

Palavras-chave: p-glucanas. fermentacdo submersa. subproduto da soja.

Metabdlitos.



ABSTRACTS

MARCHIORO, Marcelo Luis Kuhn. Influence of substrate concentration and initial pH
on microbial production of lasiodiplodana in medium based on soybean molasses.
2018. 42 f. Completion of Course Work (B.A in Chemistry), Federal University of

Technological Parana. Pato Branco, 2018.

B-Glucans are polysaccharides that constitute the cell wall of some fungi, yeast and
cereals. Commercially, most 3-glucans have been extracted from the yeast and cereal
cell wall, however, some can be produced and secreted into the extracellular medium
by microorganisms cultured in submerged systems. Among the extracellular B-
Glucans stands out the lasiodiplodan, which is a (1—6)-B-D-glucan produced by
Lasiodiplodia theobromae MMPI. This fungus has been cited as an efficient
lasiodiplodan producer using culture media containing glucose, maltose and sucrose.
However, the use of alternative carbon sources could reduce the cost of production. In
this sense, soybean molasses, a co-product of the soy protein concentrate production
process, has demonstrated potential as substrate for the different bioproducts
production due to the high sugar’s concentrations. This work aimed the use of soybean
molasses as an alternative substrate for lasiodiplodan production by L. theobromae
MMPI fungus. Experiments based on full factorial Design (22) were used to evaluate
the effect of substrate concentration and initial pH on the lasiodiplodan production and
yield and mycelial growth. Kinetic study was conducted to determine the process time
by using of the optimized conditions for substrate concentration and initial pH. The
substrate concentration variable had a linear negative effect on lasiodiplodan yield
(Yrsis), and positive linear effect on the cellular biomass production (Px) at 95%
confidence level. The pH values studied did not show a significant effect (p<0.05) on
the fermentation parameters. Higher values of lasiodiplodan production (1.653 g/L) and
yield (0.115 g/g) and higher yield in cell biomass (0.573 g / g) were obtained when
using substrate concentration of 20 g/L and initial pH adjusted on 4. Higher substrate
concentrations (60 g/L and pH 4) promoted higher cell growth (13.627 g/L). In the
kinetic study, the maximum lasiodiplodan production (0.89 g/L) and biomass (7.33 g/L)

were observed after 96 hours of cultivation, consuming more than 80% of the



substrate. Soybean molasses proved to be an efficient, low cost and alternative
substrate for lasiodiplodan and cell biomass production from the submerged culture of

the L. theobromae MMPI fungus.

Key words: B-glucans. submerged fermentation. by-product of soybeans. Metabolites.
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1 INTRODUCAO

Os exopolissacarideos microbianos tém despertado interesse comercial devido
as suas propriedades tecnoldgicas e bioatividade. Dentre estes biopolimeros,
destacam-se as B-glucanas, que sédo constituintes da parede celular de bactérias,
fungos, leveduras e cereais e tém demonstrado diversas potencialidades bioldgicas,
como por exemplo, capacidade antioxidante, hipocolesterolémica, hipoglicemiante e
imunoestimuladora.

As [B-glucanas oriundas de microrganismos apresentam diferentes estruturas
quimicas, incluindo liga¢des glicosidicas com configuragdo alfa ou beta e estrutura
linear ou ramificada. A lasiodiplodana, uma (1—6)-B-D-glucana, tem sido produzida,
em cultivo submerso, pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI em meio contendo
glicose ou sacarose como fontes de carbono. Em estudos recentes foi verificado que
a lasiodiplodana possui capacidade antiproliferativa contra células de cancer de mama
MCF-7 (CUNHA et al., 2012), atividade hipocolesterolémica (TURMINA et al., 2012) e
potencial antioxidante (KAGIMURA et al., 2015).

O fungo L. theobromae MMPI tem demonstrado bastante eficiéncia na
producao da lasiodiplodana em meios a base de glicose ou maltose, entretanto, o uso
de fontes de carbono alternativas poderia contribuir para a reducdo dos custos
agregados ao processo de bioprodugao da lasiodiplodana. Neste contexto, o melagco
de soja, um coproduto gerado durante o processamento da soja para obtengao do
concentrado proteico de soja, tem demonstrado potencial para utilizagdo como
substrato para a biossintese de compostos de interesse industrial e tecnolégico,
devido a alta concentragcido de agucares e ao baixo custo econémico.

A utilizacao de residuos, subprodutos e coprodutos agroindustriais de baixo
valor econdmico para a obtengao de compostos bioativos como as p-glucanas, além
de agregar valor as cadeias produtivas, também €& uma alternativa ecoldgica, pois o
acumulo de residuos no ambiente pode resultar em desiquilibrio ambiental e aumento
da poluigao.

Neste sentido, o presente trabalho propde o cultivo submerso do fungo
Lasiodiplodia theobromae MMPI, utilizando melago de soja como substrato para a
producao da lasiodiplodana. Foi estudada a influéncia dos parametros concentracao
de substrato (melaco de soja) e pH inicial do meio de cultivo sobre a producao da

lasiodiplodana e crescimento micelial.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estabelecer as melhores condi¢cdes de processo (concentracdo de substrato e
pH inicial) para a bioproducéo de lasiodiplodana (1—6-p-D-glucana) em meio a base

de melaco de soja, utilizando cultivo submerso em sistema descontinuo.

2.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito de diferentes concentracfes do melaco de soja (20, 40, 60 g/L de
acucares totais) e diferentes valores de pH inicial do meio de cultivo (4, 6 e 8) na
producdo de lasiodiplodana, utilizando planejamento experimental (Delineamento

Composto Central Rotacional).

2. Avaliar o consumo do substrato (teores de acglcares totais) nos ensaios de producao
de lasiodiplodana.

3. Avaliar a producdo de lasiodiplodana e o crescimento micelial nos ensaios

fermentativos.

4. Realizar estudo cinético da producao de lasiodiplodana, estudando os parametros
fermentativos: producdo de lasiodiplodana e biomassa micelial, rendimentos em
lasiodiplodana (Yris) e biomassa micelial (Yxs), produtividade volumétrica em
lasiodiplodana (Qr) e biomassa micelial (Qx), rendimento especifico (Yrix), percentual
de consumo de substrato (Yc) e consumo global de substrato (Qs) em fermentacoes
conduzidas nas condi¢cGes pré-otimizadas de concentracdo de substrato e pH inicial

do meio de cultivo, para determinar o melhor tempo de cultivo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 SOJA

A soja é uma planta leguminosa de origem asiatica, domesticada ha cerca de
4500 anos para utilizagao na dieta humana (LOPES, 2010). A cultura foi difundida no
mundo principalmente por imigrantes chineses e japoneses e por viajantes ingleses
sendo considerada uma das culturas mais antigas (MISSAO, 2006).

Esta leguminosa foi mencionada pela primeira vez nos EUA no ano de 1804,
no estado da Pensilvania, como uma planta forrageira e promissora produtora de
graos, mas teve seu potencial reconhecido somente a partir de 1880. Sua expansao
como cultura se deu a partir de 1930, e em poucas décadas se tornou um dos maiores
fendmenos da agricultura norte-americana (CAMARA, 2015).

Os primeiros relatos sobre o cultivo da soja no Brasil ocorreram em 1882, no
estado da Bahia e em seguida, foi introduzida no estado de S&ao Paulo por imigrantes
japoneses (FREITAS, 2011). No Rio Grande do Sul foi introduzida em oficialmente
1914. No entanto, a grande expansao no cultivo da soja no Brasil se deu apenas nos
anos 70 (NUTRACEUTICOS, 2007). Desde entdo, a soja é a cultura agricola de maior
destaque no Brasil, tendo na safra 2016/2017 uma producgao de 114.075,3 milhdes de
toneladas em 33.909,4 mil hectares de area plantada (CONAB, 2018).

Em relagdo a composicdo nutricional, o grdo da soja apresenta uma
composi¢cao média de 40,3% de proteinas, 33,9% de carboidratos, 21,0% de dOleos e
4,9% de residuo mineral em base seca. A composi¢ao quimica da soja, aliada a sua
rusticidade e produtividade, fazem da soja a cultura vegetal com maior producao de
proteina no mundo. O maior emprego da soja é na industria de esmagamento, para a
producdo de 6leo de soja e farelo de soja (PIPOLO et al., 2015). Além destes, a partir
do gréo de soja, também séo produzidos o concentrado proteico de soja (carne de
soja) e o extrato hidrossoluvel de soja (leite de soja) que tem grande importancia
econdbmica e comercial, especialmente entre o publico vegetariano. Durante o
processo de obtencao destes derivados da soja sdo produzidos subprodutos ricos em

matéria organica, dentre os quais destaca-se o melago de soja.

3.2 MELACO DE SOJA
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O melago da soja é um coproduto gerado no processo de produgédo de
concentrado proteico de soja, onde os agucares sdo extraidos utilizando-se uma
mistura de agua e etanol como solvente (SIQUEIRA et al., 2008). O processo consiste
na lavagem do farelo de soja desengordurado com o solvente, onde os carboidratos
e outros compostos soluveis s&o extraidos, restando a proteina concentrada. A agua
e o etanol sdo evaporados e é obtido entdo o melaco de soja (CALDEIRAO et al.,

2016). O fluxograma do processo pode ser observado na Figura 1.

Farelo de soja

Lavagem com
solugio: 60% etanol e
40% agua

Separagéo das

solugdes
Mistura Liguida (etanal, Mistura com proteinas e
agua e carboidratos) fibras
Destilagéo Separacdo das fibras
Evaporacao (4 efeitos) Secagem das proteinas
Melago de soja concentrado
proteico

Figura 1 - Fluxograma do processo de obtencdo do concentrado proteico de soja e do melaco de soja.
Fonte: Adaptado de Schneider (2016).
O melaco de soja é constituido em grande parte por carboidratos, além de

gorduras, flavonoides, proteinas e minerais. Entre os carboidratos destacam-se a
frutose, glicose, sacarose, estaquiose, rafinose, e verbascose (QURESHI; LOLAS;
BLASCHEK, 2001).
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Dentre os agucares soluveis presentes no melago de soja, o mais
representativo € a sacarose, seguida dos oligossacarideos estaquiose e rafinose
(OLIVEIRA et al., 2010). A sacarose é um dissacarideo formado por uma molécula de
glicose ligada a uma molécula de frutose por meio de uma ligagao o-glicosidica
(MARGGRAF, 2012). Ja a estaquiose é um tetrassacarideo formado por uma molécula
de frutose, uma de glicose e duas moléculas de galactose, enquanto a rafinose € um
trissacarideo constituido por uma galactose, uma frutose e uma glicose
(FERNANDES; PROENCA, 2011). Na Figura 2 estdo representadas as estruturas

quimicas destes agucares.

Estaquiose
OH o Rafinose

CH,OH OH )/ \ZHZ o

HOCH, O OH O_ OHYO0 J—o. N OH
e <N KOH — \P'

—0 HCYCH,0H o OH 0 CH,0H
OH OH

Sacarose

HOCH, H

H o_H 0
OH H . H HO
HO CH,0H
H OH OH

Figura 2 - Estrutura molecular dos principais aglcares da soja.
Fonte: Autoria prépria.

A maior parte do melago de soja produzido no Brasil € destinado a
alimentacao animal (SIQUEIRA et al., 2008) e algumas industrias processadores de
soja, ja vem utilizando o melago de soja para produgao de etanol. Entretanto, o uso
restringe-se apenas como fonte de energia combustivel para a prépria industria
(CALDEIRAO et al., 2016). Além disso, devido a alta carga nutricional que o melago
de soja apresenta, seu descarte no meio ambiente geraria sérios problemas

ambientais para ecossistemas aquaticos e terrestres.



21

3.3 EXOPOLISSACARIDEOS MICROBIANOS

Os exopolissacarideos microbianos sao polimeros secretados por alguns
fungos e bactérias e sdo constituidos principalmente de polimeros de carboidratos.
Nas células microbianas, os exopolissacarideos (EPSs) desempenham fungdes
importantes como protecao contra a dessecacao, estresse osmoético e compostos
téxicos, além de auxiliar na adesao da célula a superficies sélidas para a formacgao de
biofilmes (PATIL; SHIRSATH, 2015).

O desenvolvimento dos estudos sobre exopolissacarideos microbianos se deu
a partir da dextrana, produzida pela bactéria Leuconostoc mesenteroides, descrita no
ano de 1884. Mais recentemente, tém sido descritos trabalhos sobre a produgao de
EPSs por de fungos filamentosos (BARBOSA et al., 2004).

Os exopolissacarideos microbianos sdo comumente divididos em dois grupos,
considerando sua constituicdo monomeérica: os homopolissacarideos, os quais sao
constituidos por apenas um tipo de monossacarideo e os heteropolissacarideos,
constituidos por 3 a 7 unidades monossacaridicas diferentes. A possibilidade de
diferentes ligagcdes e arranjos entre os mondmeros constituintes, possibilita a
existéncia de uma grande variedade de polissacarideos com caracteristicas fisico-
quimicas unicas (MEYBODI; MOHAMMADIFAR, 2015).

Estes biopolimeros, por serem capazes de formar géis e solugdes viscosas,
tem grande aplicagdo na industria de alimentos como potencializadores de
caracteristicas reoldgicas, podendo ser aplicados como agentes de suspensao,
gelificantes, substitutos de gordura, espessantes e emulsificantes (BORGES, 2004).

A goma xantana, um heteropolissacarideo secretado pela bactéria
Xanthomonas campestris, € um dos principais exopolissacarideos utilizados na
industria, principalmente na area alimenticia. Devido a sua estabilidade tanto em
meios alcalinos quanto acidos e na presenca de sais, € usada principalmente como
espessante, estabilizante e emulsificante para diversos molhos (MEYBODI;
MOHAMMADIFAR, 2015).

3.4 B-GLUCANAS

As B-glucanas sao polissacarideos que constituem a parede celular de fungos,
leveduras e alguns cereais (MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008). Elas possuem
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funcdo estrutural na célula, auxiliando na manutencdo da rigidez e integridade da
parede celular dos fungos e das leveduras (BAUERMEISTER et al., 2010).

B-D-glucanas de origem fungica podem ser isoladas da parede celular de
leveduras e fungos filamentosos, corpos de frutificacdo de basidiomicetos e também
podem ser secretadas extracelularmente por cultivos submersos em meios ricos em
agucares e minerais (SOMENSI, 2014). Estas macromoléculas tem se destacado
devido a suas propriedades bioativas (THEIS et al, 2017).

A lasiodiplodana, uma B-D-glucana produzida pelo fungo Lasiodiplodia
theobromae MMPI, é constituida por residuos de glicose unidos por ligagcoes
glicosidicas tipo B na posigéo (1—6) e em solugdo, apresenta uma estrutura em triplice
hélice (VASCONCELOS et al., 2008). Estudos mostram que a lasiodiplodana possui
atividade antiproliferativa contra células de cancer de mama MCF-7 (CUNHA et al.,
2012), atividade anticoagulante quando sulfonada (VASCONCELOS et al., 2013), e
tem a atividade antioxidante potencializada quando carboximetilada (KAGIMURA et
al., 2015). Também sao reportados na literatura cientifica efeito hipoglicemiante,
atividade transaminase (TURMINA et al., 2012), e efeito protetor contra a danos ao

DNA induzidos pela droga antitumoral doxorubicina (Mello et al., 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMO E MATERIA-PRIMA

O melago de soja que foi empregado no preparo dos meios de cultivo foi
gentilmente fornecido pela empresa Selecta localizada em Araguari - MG.

O fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI isolado de Pinha (Annona squamosa)
foi armazenado em Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol a 5 °C. Repiques

mensais foram realizados para a manutenc¢ao da viabilidade da cepa.

a)

Figura 3 - a) melago de soja bruto; b) placa de Petri contendo micélio aéreo do fungo L. theobromae.
Fonte: Autoria prépria.

4.2 PREPARO DA MATERIA-PRIMA

4.2.1 Clarificacdo do melago

A clarificacdo foi realizada com o intuito de melhor a fermentabilidade do
melaco de soja. Inicialmente, o pH do melaco bruto foi ajustado para 3,0 com adic¢éo
de acido sulfarico concentrado e submetido a agitacdo constante por 24 horas a 4 °C.
Em seguida, o melago foi centrifugado a 1500 g por 30 min e o pH do sobrenadante
obtido foi ajustado para 5,5 com solucdo de hidroxido de sédio 6 mol/L, sendo
novamente centrifugado. O sobrenadante resultante (melaco clarificado) foi utilizado

para os ensaios de producéo da lasiodiplodana.
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4.2.2 Caracterizacdo do melago

Os teores de glicose, frutose, sacarose, estaquiose e rafinose foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O melacgo foi
adequadamente diluido e filtrado em filtros com didmetro de poro de 0,45 ym e em
cartucho Sep-Pack Cis para remocéao de contaminantes como os compostos fendlicos.
Os acucares foram identificados por comparacédo do tempo de retencdo com padrdes

auténticos de cada acucar.

4.3 PRODUCAO DE LASIODIPLODANA EM FERMENTACAO SUBMERSA

4.3.1 Preparo do Inéculo

Para o preparo do inéculo, placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol foram inoculadas com uma algada de micélio fungico e
incubadas em estufa bacteriolégica a 28 °C por 96 horas. Em seguida, o micélio
fungico crescido foi transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL
de meio minimo de Vogel - MMV (VOGEL, 1954) e glicose (5 g/L). Estes frascos foram
incubados em agitador orbital (shaker) por 48 horas a 28 °C e 150 rpm.

Apo6s a incubagao, o micélio crescido foi separado do caldo fermentado por
centrifugagéo (1500 x g, 20 min), diluido em solugao salina 0,9 % (m/v) e triturado em
liquidificador para obtencdo de uma suspensdo micelial com concentracao
padronizada por leitura espectrofotométrica em 400 nm (absorbancia entre 0,4 e 0,5),
conforme descrito por STELUTI (2004).

4.3.2 Fermentagcdo Submersa Para Avaliacdo da Influéncia da Concentracdo do
Substrato e pH Inicial do Meio de Cultivo na Producdo de Lasiodiplodana e

Crescimento Micelial

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL de MMV, 10 mL do inGculo previamente padronizado e o melaco de soja clarificado
nas diferentes concentracdes de agucares totais estudadas (20 g/L, 40 g/L e 60 g/L).
O pH inicial do meio fermentativo foi ajustado antes da adicdo do in6culo, para valores

de 4, 6 e 8, conforme delineamento experimental Fatorial Completo 22 (Tabela 1). Os
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frascos foram incubados em incubadora orbital (shaker) a 28 °C, 150 rpm por 96 horas.
No final dos cultivos foi quantificado o crescimento celular, a producdo do
exopolisssacarideo e o consumo do substrato. Apds definicdo das melhores
condicBes de cultivo foi conduzido estudo cinético da producéo da lasiodiplodana em
meio de cultivo a base de melago de soja, empregando a melhor concentracdo de
substrato e pH de cultivo (pré-definido experimentalmente). As fermentagdes foram
conduzidas em frascos Erlenmeyer empregando condi¢cdes operacionais de cultivo
similares a descrita acima. Amostras foram tomadas a cada 24 horas para a
determinacao dos parametros fermentativos: rendimento (Yris € Yxis), produtividade
volumétrica (Qp e Qx), rendimento especifico (Yrix), percentual de consumo de

substrato (Yc) e consumo global de substrato (Qs) no final do processo.

Figura 4 - Cultivo submerso do fungo L. theobromae MMPI em meio a base de melago de soja.
Fonte: Autoria préopria
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Tabela 1 - Planejamento experimental (Delineamento Fatorial Completo 22)

_ Variaveis independentes (valores codificados)
Experimentos

X1 X2

1 -1 -1

2 -1 +1

3 +1 +1

4 +1 -1

5 0 (C) 0 (C)

6 0 (C) 0 (C)

7 0 (C) 0 (C)

8 0 (C) 0 (C)

Niveis (valores reais)

Variaveis -1 0 +1
Concentragao substrato (g/L)  (X1) 20,0 40,0 60,0
pH inicial (X2) 4,0 6,0 8,0

4.3.3 Métodos Analiticos

4.3.3.1 Determinacao da producgao de lasiodiplodana e teor de biomassa fungica

O caldo fermentado foi separado da biomassa por centrifugacao a 1500 x g/ 20
min. Em seguida, a biomassa fungica foi lavada com agua destilada a 60 °C até
completa remocédo da lasiodiplodana aderida ao micélio e entédo foi seco em estufa
com circulacéo de ar a 50 °C até massa constante.

A lasiodiplodana foi separada do caldo fermentativo por precipitacdo em trés
volumes de etanol (95%) a 5 °C, overnight. A lasiodiplodana precipitada foi seca em

estufa com circulacéo de ar a 50 °C até massa constante.
4.3.3.2 Determinagao dos parametros fermentativos
Os parametros fermentativos determinados no estudo cinético da producédo da

lasiodiplodana nas condi¢fes pré-otimizadas foram determinados conforme equagdes

abaixo:
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1) Fator de converséo (rendimento) do substrato em lasiodiplodana (Yess):
Determinado pela relacdo entre a quantidade de lasiodiplodana produzida e a

correspondente variacao do substrato (S).

lasiodiplodana (g/L)

YP/S - consumo de substrato (g/L)
2) Fator de converséao (rendimento) do substrato em Biomassa (Y x/s)
Determinado pela relacdo entre a quantidade de biomassa produzida (X) e a

correspondente variacao do substrato (S).

biomassa celular (g/L)

Yy o =
X/S ™ consumo de substrato (g/L)

3) Produtividade volumétrica em lasiodiplodana (Qp)
Foi determinada pela razdo entre a quantidade de lasiodiplodana produzida e

o intervalo do tempo correspondente.

lasiodiplodana (g/L)

Qp

- tempo de fermentagdo (h)
4) Produtividade volumétrica em biomassa (Qx)
Foi determinada pela razdo entre a quantidade de biomassa produzida e o

intervalo de tempo correspondente.

biomassa celular (g/L)

Qx

- tempo de fermentacao (h)

6) Percentual de consumo de substrato (Yc¢)
O percentual de consumo de substrato foi determinado pela relagédo entre o
conteudo de substrato consumido ao longo da fermentagcéo e o conteudo inicial do

mesmo.

consumo de substrato (g/L)

YC=

substrato inicial (g/L)

7) Taxa total de consumo de substrato (Qs)

Foi calculado a partir da razédo do consumo de substrato pelo tempo.
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consumo de substrato (g/L)
S p—

tempo de fermentacao (h)

8) Rendimento especifico (Ye)
Calculado a partir da razado entre a producao de lasiodiplodana pela produgao

de biomassa celular.
lasiodiplodana (g /L)

¢~ biomassa celular (g/L)

4.3.3.3 Determinacdo do consumo do substrato

AcUcares residuais totais foram determinados pelo método Fenol-Sulfarico

(DUBOIS, 1956) no meio fermentativo apds remocao da lasiodiplodana.
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5.1 INFLUENCIA DO pH INICIAL E CONCENTRACAO DE SUBSTRATO SOBRE A
PRODUCAO E RENDIMENTO DE LASIODIPLODANA

5.1.1 Avaliacdo da Produgao da Lasiodiplodana

Nas Tabela 2 e Tabela 3, estdo apresentados os resultados referentes ao

delineamento experimental e estimativa dos efeitos das varidveis sobre a producao

da lasiodiplodana, respectivamente.

Tabela 2 - Resultados de produc¢éo, rendimento e produtividade volumétrica de lasiodiplodana ap6s 96
horas de cultivo seguindo delineamento experimental.

Valores codificados (reais)

Resultado ap6s 96 h de cultivo

Experimentos  Concentragdo de substrato Pr Ypis Qp
(LY e ey el
1 -1(20) -1(4) 1,653 0,115 0,017
2 -1(20) +1(8) 1,427 0,082 0,015
3 + 1 (60) +1(8) 0,600 0,012 0,006
4 + 1 (60) -1(4) 0,720 0,016 0,007
5 0 (40) 0 (6) 0,760 0,022 0,008
6 0 (40) 0 (6) 0,600 0,017 0,006
7 0 (40) 0 (6) 1,000 0,029 0,010
8 0 (40) 0 (6) 1,080 0,033 0,011
Tabela 3 - Efeitos principais estimados para producéo de lasiodiplodana
Variaveis Efeito t calculado p L.C. (-95%) L.C. (+95%)
Média 0,980000 10,85544 0,000409 0,72935 1,230650
Substrato -0,880000 -3,44635 0,026142 -1,58895 -0,171054
pH -0,173333 -0,67883 0,534494 -0,88228 0,535612
Substrato x pH 0,053333 0,20887 0,844756 -0,65561 0,762279

t tab: 2,776445; L.C: Limite de confianga.
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Figura 5 - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a producéo de lasiodiplodana.
Fonte: Autoria Prépria.

Conforme pode ser verificado na Tabela 3 e no grafico de Pareto (Figura 5),
houve influéncia significativa apenas da variavel concentracdo de substrato sobre a
producédo de lasiodiplodana (Pr), ao nivel de 95% de confianca (p<0,05). Os valores
de t calculado (Tabela 3) foram superiores ao de t tabelado, assim como valores de p
foram inferiores a 0,05 para esta variavel, demonstrando que houve efeito significativo
do variavel substrato. Para o pH ndo houve efeito significativo, e nem efeito de
interacdo entre as variaveis, em relacao a resposta producéo de lasiodiplodana.

Uma superficie de resposta (Figura 6) foi construida e suas informacdes
avaliadas como tendéncia. Neste sentido, é possivel verificar tendéncia de maior
producdo de lasiodiplodana quando concentracées mais baixas de substrato s&o
empregadas. Com relacdo ao pH inicial de cultivo, observa-se tendéncia de maior

producao de lasiodiplodana em uma faixa relativamente ampla de pH.
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Figura 6 - Superficie de resposta para a producéo de lasiodiplodana.
Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 6, observa-se que em condi¢cdes de pHs mais alcalinos (pH>8),
associadas a elevadas concentracdes do substrato melaco de soja, ha tendéncia de
producdo de menores quantidades de lasiodiplodana. Esta tendéncia pode ser
verificada nos resultados do ensaio 3 do planejamento experimental, onde o pH inicial
do meio foi ajustado para 8 e utilizado uma concentracdo de 60 g/L de melaco de soja.
Em tal ensaio foi verificado o menor valor de producéo de lasiodiplodana (0,600 g/L).

Em contrapartida, os maiores valores de producéo de lasiodiplodana (1,653 e
1,427 g/L) foram obtidos nos ensaios onde foram empregados 20 g/L de substrato,
tanto em pH &cido (pH 4) quanto em pH alcalino (pH 8).

Elevadas producdes de lasiodiplodana foram reportadas por Cunha et al.
(2012) e Kagimura et al. (2015) em cultivo com o fungo L. theobromae MMPI em meio
a base de glicose (20 g/L) empregando pH 5,5.

Cabe salientar que estudos prévios mostraram que concentracdes de agucar
de 40 g/L ou superior levam ao surgimento de pigmento escuro no caldo de cultivo e
na biomassa celular, possivelmente o que pode ser uma resposta a possivel estresse

celular frente a elevada pressao osmotica.
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5.1.2 Avaliagdo do Rendimento em lasiodiplodana
Os efeitos principais e de interacdo entre as variaveis estudadas sobre o
rendimento em lasiodiplodana estdo apresentados a seguir na Tabela 4 e no grafico

de Pareto descrito na Figura 7.

Tabela 4 - Efeitos principais estimados sobre o rendimento em lasiodiplodana.

Variaveis Efeito t calculado P L.C. (-95%) L.C. (+95%)
Média 0,040740 5,07946 0,007083 0,018471 0,063009
Substrato -0,083878 -3,69742 0,020882 -0,146863 -0,020893
pH -0,018493 -0,81517 0,460727 -0,081478 0,044493
Substrato x pH 0,014643 0,64546 0,553787 -0,048343 0,077628

ttab: 2,776445; L.C: Limite de confianca.

Substrato -3,69742

oH -815172

Substrato x pH JBA54625

TR

Figura 7 - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados sobre o rendimento em lasiodiplodana.
Fonte: Autoria prépria.

Conforme pode ser observado na Tabela 4 e Figura 7, a variavel concentracao
de substrato apresentou efeito linear negativo, estatisticamente significativo ao nivel
de confianga de 95% (p<0,05).
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Similarmente ao observado com a producéo de lasiodiplodana, a superficie de
resposta da Figura 8, demonstram que o rendimento em lasiodiplodana é maior
guando menores concentracfes de substrato sdo empregadas. Entretanto, uma
avaliacdo mais pontual dos ensaios do planejamento experimental (Tabela 2), sugere
que melhores rendimentos sé&o obtidos em concentragbes de 20 g/L, tanto em pH

acido (ensaio 1, Yess: 0,115 g/g) como em pH alcalino (ensaio 2, Yess: 0,082 g/qg).
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Figura 8 - Superficie de resposta para o rendimento em lasiodiplodana.
Fonte: Autoria prépria.

Da mesma forma como verificado para a producdo, o menor rendimento em
lasiodiplodana foi observado no ensaio 3, conduzido em pH inicial ajustado a 8 e
concentracéo de substrato de 60 g/L. Este comportamento indica que 0 microrganismo
pode ter sua eficiéncia biossintética reduzida em condi¢cdes extremas de pH e em
elevadas concentragfes de substrato. De fato, baixos rendimentos também foram
verificados em concentracdes de substratos superiores a 20 g/L, condi¢des utilizadas

nos ensaios 3 e 4, 0s quais apresentaram rendimento de 0,012 g/g e 0,016 g/g, onde
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a concentracdo inicial do substrato foi de 60 g/L (pH 8) e 60 g/L (pH 4),
respectivamente (Tabela 2). Comportamento similar foi descrito por Slivinski (2014), o
qual reportou menor rendimento em lasiodiplodana em altas concentracdes de
substrato melaco de cana-de-acgucar.

Em contrapartida, valores de rendimento em lasiodiplodana superiores (0,25
g/g) foram verificados por Cunha et al. (2012), porém, os autores utilizaram MMV e
glicose como fonte de carbono. O uso de glicose, um monossacarideo de facil
assimilacao pelo fungo, justifica os valores superiores verificados por tais autores em
relacdo aos observados no presente estudo, os quais foram obtidos a partir do
subproduto melaco de soja, rico em oligossacarideos, sacarose, rafinose e

estaquiose.

5.2 INFLUENCIA DO pH INICIAL E DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO SOBRE
A PRODUCAO E RENDIMENTO EM BIOMASSA CELULAR

5.2.1 Avaliagéo da Produgéo de Biomassa Celular

Os resultados de producédo, rendimento e produtividade de biomassa fungica

estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados de producao, rendimento e produtividade volumétrica em biomassa celular.

Valores codificados (reais) Resultado ap6s 96 h de cultivo
Experimentos Concentragao Px Yxs Qx
@.L) i @LY  (@gh  (@LinYy

1 -1(20) -1(4) 8,260 0,504 0,076
2 -1 (20) +1(8) 9,417 0,481 0,088
3 + 1 (60) +1(8) 10,187 0,189 0,96
4 + 1 (60) -1(4) 13,627 0,284 0,132
5 0 (40) 0 (6) 9,64 0,253 0,090
6 0 (40) 0 (6) 10,74 0,277 0,101
7 0 (40) 0 (6) 11,03 0,292 0,104
8 0 (40) 0 (6) 10,62 0,291 0,100

Os efeitos principais e de interagéo das variaveis sobre o crescimento micelial

estdo demonstrados na Tabela 6 e no grafico de Pareto descrito na Figura 9.
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Variaveis Efeito t calculado p L.C. (-95%) L.C. (+95%)
Média 10,44000 55,58805 0,000001 9,91856 10,96144
Substrato 3,06833 5,77615 0,004461 1,59347 4,54320
pH -1,14167 -2,14919 0,098070 -2,61653 0,33320
Substrato x pH -2,29833 -4,32662 0,012383 -3,77320 -0,82347
ttab: 2,776445; L.C: Limite de confianca.
Substrato // 577615
-4, 32662

z

pH -2,1481

==

]

p=05

Figura 9 - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a producgéo de biomassa celular.

Fonte: Autoria prépria.

O fungo L. theobromae MMPI cresceu em todas as condi¢des de cultivo, sendo

verificado nos ensaios 6 (60 g/L, pH 4) e 4 (60 g/L, pH 8) os maiores valores de

biomassa fungica. Interessante destacar que nos ensaios 3 e 4 nao foram verificados

os melhores resultados em producéo e rendimento em lasiodiplodana, sugerindo que

ndo ha uma intima correlacdo entre crescimento celular e

exopolissacarideo.

producdo de

Contrariamente ao observado com a producdo de lasiodiplodana, a variavel

substrato demonstrou efeito positivo ao nivel de 95% de confianga (p<0,05), indicando

que o0 aumento na concentracao de substrato contribui para o crescimento micelial.
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Este fenbmeno reforca a possibilidade de ndo haver correlagédo direta entre
crescimento celular e producdo do exopolissacarideo.

A interacdo entre as variaveis concentracdo de substrato e pH inicial de cultivo
apresentou efeito negativo ao mesmo nivel de confianca. Indicando que para
obtencdo de melhores resultados de crescimento micelial é necessario trabalhar com
maiores de concentracdes de substrato associada a maiores valores de pH, ou ambas
as variaveis nos niveis mais baixos.

O gréfico superficie de resposta (Figura 10), permite uma melhor visualizacao
dos efeitos da concentracdo de substrato sobre a producdo de biomassa celular.
Maiores producdes de biomassa celular sédo obtidas em concentracdes de substrato
superiores a 50 g/L, associada a um pH acima de 6.

Resultados similares aos verificados no presente estudo, também foram
obtidos por Slivinski (2014), o qual também verificou tendéncia de maior producao de
biomassa celular, pelo mesmo microrganismo, em concentracbes elevadas do

substrato melaco de cana-de-acgucar.

- 13
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Figura 10 - Superficie de resposta para a producéo de biomassa celular.
Fonte: Autoria prépria.
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Na Tabela 7, estdo demonstrados os efeitos principais relativos ao rendimento

em biomassa do fungo L. theobromae MMPI.

Tabela 7 - Efeitos principais estimados para o rendimento em biomassa celular.

Variaveis Efeito t calculado p L.C. (-95%) L.C. (+95%)
Média 0,357185 14,02994 0,000150 0,286500 0,427870
Substrato -0,297864 -4,13652 0,014417 -0,497791 -0,097937
pH -0,065779 -0,91349 0,412666 -0,265706 0,134148
Substrato x pH -0,031116 -0,43212 0,687932 -0,231043 0,168811
t tab: 2,776445; L.C: Limite de confianga.
Substrato / -4,13852
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Figura 11 - Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para o rendimento em biomassa.

Fonte: Autoria prépria.

Para o rendimento em lasiodiplodana, a variavel concentracéo de substrato foi

a Unica a apresentar efeito significativo, o qual foi negativo, ao nivel de 95%, o grafico

de superficie de resposta (Figura 12) demonstram que em valores de pH &cido

associada a menores concentracdes de substrato, verifica-se uma tendéncia de obter

maiores valores de rendimento em biomassa. Como pode ser observado na Tabela 5,
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0s ensaios 1 e 2 apresentaram os melhores rendimentos em biomassa e em ambos

foi utilizada concentracéo de 20 g/L e valores de pH entre 4 e 8.

TEEEMUG

B >05
<05
<04
[1<03
B <02

Figura 12 - Superficie de resposta para o rendimento em biomassa celular.
Fonte: Autoria prépria.

A partir dos resultados obtidos pelo delineamento fatorial, assumiu-se como
melhor condig&do para a producédo de lasiodiplodana em meio a base de melaco de

soja, o0 uso de 20 g/L de concentracdo acgucares totais e pH inicial de meio de 5,5.

5.3 ESTUDO CINETICO DA PRODUCAO DE LASIODIPLODANA E BIOMASSA
CELULAR

Na Tabela 8 e Figura 13, estdo apresentados os parametros fermentativos
obtidos durante o estudo cinético do cultivo do fungo L. theobromae MMPI em meio a

base de melago de soja.
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A producdo de lasiodiplodana sofreu aumento gradativo durante o ensaio
fermentativo, atingindo méxima produ¢cdo em 96 horas de cultivo (0,89 g/L).
Entretanto, esta maxima concentracao de lasiodiplodana verificada em 96h de cultivo,
nao foi estatisticamente diferente daquelas verificadas nos demais tempos de cultivo,
pelo teste de Tukey (p<0,05), conforme demonstrado na Tabela 8.

O rendimento em lasiodiplodana (Yris) se manteve constante durante as 96
horas de fermentacdo com valor de 0,05 g/g. Cunha et al. (2012), utilizando glicose
como fonte de carbono, verificaram rendimento superior (0,25 g/g) para este mesmo

polissacarideo em meio a base de glicose.

Tabela 8 - Parametros fermentativos observados no cultivo do L. theobromae MMPI.

Parametros fermentativos Valores
Tempo 24 h 48 h 72 h 96 h
Px (g/L) 3,17° 6,15P 7,002 7,332
Pe(g/L) 0,492 0,672 0,772 0,892
ATR (g/L) 9,092 5,992 4,31° 3,04¢
CS (g/L) 10,91¢ 14,01° 15,69® 16,96°
Yris (9/9) 0,05% 0,052 0,052 0,052
Yws (9/9) 0,29° 0,442 0,452 0,432
Ye(9/9) 0,162 0,112 0,112 0,122
Y (%) 54,53¢ 70,05 78,46% 84,802
Qr (g/L h) 0,022 0,01% 0,01° 0,01°
Qx (g/L h) 0,102 0,122 0,09° 0,06°
Qs (g/L h) 0,452 0,29° 0,22¢ 0,18¢

Valores seguidos de mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05). DMS: diferenca minima significativa. Px: producdo de biomassa, Pr: producdo de
lasiodiplodana, ATR: AgUcares totais residuais, CS: consumo de substrato, Yess: conversdo de substrato
em lasiodiplodana, Yxs: conversdo de substrato em biomassa, Ye: rendimento especifico, Ye:
percentual de consumo de substrato, Qr: produtividade volumétrica em lasiodiplodana, Qx:
produtividade volumétrica em biomassa celular, Qs: taxa global de substrato consumido.
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Figura 13 - Perfil fermentativo da produc¢éo de lasiodiplodana em meio a base de melaco de soja.
Fonte: Autoria prépria.

Em relacdo a biomassa fangica, foi observada maxima producdo em 96 horas
(7,33 g/L) com rendimento de 0,43 g/g. Tais resultados sdo 47% superiores aos
descritos por Kagimura et al. (2015), os quais obtiveram 3,82 g/L e 0,23 g/g, para
producédo e rendimento em biomassa, respectivamente, utilizando o0 monossacarideo
glicose (comercial) como fonte de carbono.

Em relacéo a capacidade de assimilacdo dos acUcares presentes no substrato
melaco de soja, o fungo foi eficiente em sua utilizacdo. Nas primeiras 24 h de
processo, ja havia sido consumido 50% dos acgucares totais. Apos este periodo, 0
substrato foi consumido de maneira gradativa até o final do processo (96 h), onde foi
verificado maximo consumo de 16,96 g/L, correspondendo a um percentual de
consumo de 84,8% do substrato (Yc). O efetivo consumo do substrato indica que o
fungo é produtor de enzimas que atuam sobre os oligossacarideos presentes no
substrato, cuja composi¢do inclui grande concentracdo de oligossacarideos,
principalmente estaquiose e rafinose.
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Resultados inferiores para consumo do substrato foram verificados por Cunha
et al. (2012) e Kagimura et al. (2015), os quais verificaram respectivamente, 69,6% e
81% apos 120 horas de cultivo, utilizando glicose como fonte de carbono.

A maior produtividade em lasiodiplodana foi verificada em 24 horas de cultivo
(0,02 g/L h) e a méxima produtividade em biomassa em 48 horas (0,12 g/L h).
Resultados superiores foram descritos por Cunha et al. (2012), os quais observaram

0,06 g/L h para lasiodiplodana e 0,14 g/L h para a biomassa.
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6 CONCLUSOES

O melaco de soja demonstrou ser um substrato alternativo, eficiente e de baixo
custo para a producdo de lasiodiplodana e biomassa celular a partir do cultivo
submerso do fungo L. theobromae MMPI.

Foram definidas como melhores condi¢des de cultivo do fungo L. theobromae
MMPI em meio a base de melaco de soja, para a producdo de lasiodiplodana e
crescimento micelial: 20 g/L de substrato, pH 5,5, 96 horas de tempo de cultivo a uma
temperatura de 28 °C.

O fungo foi h&bil na assimilacdo do substrato e crescimento celular no meio a
base de melaco de soja.

A producédo de lasiodiplodana, utilizando o melaco de soja como fonte de
carbono foi afetada significativamente a um nivel de 95% pela varidvel concentracao
de substrato, a qual demonstrou um efeito negativo.

O rendimento em lasiodiplodana, teve influéncia estatisticamente significativa a
um nivel 95%, da variavel concentracdo de substrato, com efeito linear negativo.

A producédo de biomassa micelial também foi influenciada (p<0,05) pela variavel
concentracdo de substrato, com efeito linear positivo, e também teve efeito de
interacdo entre as variaveis.

O estudo cinético do cultivo do L. theobromae MMPI em meio a base de melaco
de soja demonstrou que o fungo tem grande potencial para crescimento micelial e
producéo de lasiodiplodana. Maxima producéo de lasiodiplodana foi observada em 96
horas (0,89 g/L), acompanhada de um percentual de assimilagao de substrato (Yc) de
84,8%, rendimento em lasiodiplodana (Yris) de 0,05 g/g e produtividade volumétrica
(0,01 g/L h).
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