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RESUMO

SANTOS, Juliana Estrugiaki dos. PRODUGAO DO EXOPOLISSACARIDEO
PULULANA PELO FUNGO Aureobasidium pullulans EM MELACO DE CANA.
2019. Projeto de Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Engenharia
Quimica) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus Ponta Grossa.

A pululana é um exopolissacarideo soluvel em agua, biodegradavel e de baixa
toxicidade. E aplicavel nos setores alimenticio, quimico e farmacéutico na formagao
de fibras impermeaveis ao oxigénio, espessante de adesivos ou agente de
encapsulamento, na formulacdo de comidas com baixo teor calérico, producido de
vacinas, entre outros. Esse polissacarideo € produzido pelo fungo Aureobasidium
pullulans via processo fermentativo e excretado para o exterior das células. O
presente trabalho avaliou de que forma a concentracdo do melago de cana, pH e
concentracado de extrato de levedura no meio de cultivo influenciam na producao de
biomassa do referido fungo e da pululana. Com o auxilio de ferramentas estatisticas
encontrou-se a condicdo otimizada de produgao com valores de pH igual a 7,
concentracao de melago de cana 6% e concentragao de extrato de levedura com valor
de 5 g.L". A biomassa produzida foi igual a 3,195 g.L-' e produgdo do EPS igual a
26,938 g.L".

Palavras — chave: Polissacarideo; fermentagéo; otimizag&o.



ABSTRACT

SANTOS, Juliana Estrugiaki dos. EXOPOLISACARIDE PULULAN PRODUCTION
BY THE FUNGUS Aureobasidium pullulans IN SUGARCANE MOLASSES.
Undergraduate thesis (Bachelor degree in Chemical Engineering) — Federal
Technological University of Parana — Campus Ponta Grossa.

Pullulan is a water-soluble, biodegradable and low toxic exopolysaccharide. It is
applicable in the food, chemical and pharmaceutical sectors in the formation of oxygen-
impervious fibers, adhesive thickeners or encapsulating agents, in the formulation of
low-calorie foods, vaccine production, among others. This polysaccharide is produced
by Aureobasidium pullulans fungus via fermentation process and excreted outside the
cells. The present work evaluated how the concentration of cane molasses, pH and
yeast extract concentration in the culture medium influence the production of biomass
and pullulan of the previously mentioned fungus. With the aid of statistical tools, the
optimized production condition was found with pH value equal to 7, concentration of
cane molasses 6% and concentration of yeast extract with a value of 5 g.L". The
biomass produced was equal to 3.195 g.L"' and EPS production equal to 26.938
g.L .

Key — words: Polysaccharide; fermentation; optimization.
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1. INTRODUGAO

Macromoléculas organicas, também chamadas de glicanas ou polissacarideos
podem ser encontradas em todos os seres vivos. Nas plantas o amido e a glicose sao
exemplos desses polissacarideos e nos animais destaca-se o glicogénio. O termo
exopolissacarideo é utilizado para aqueles polissacarideos produzidos por fungos e

bactérias e que sao excretados para o exterior das células (BARBOSA, et al. 2006).

O primeiro passo da ciéncia com relacdo a esse assunto foi com o
descobrimento da dextrana, polissacarideo produzido pela bactéria Leuconostoc
mesenteroides, em 1874 (BARBOSA, et al. 2006). Dentre as aplicagbes desse
composto pode-se citar seu uso para estabilizar e espessar alimentos e também como
uma pelicula para proteger sementes (OLIVEIRA, 2013). O estudo sobre os
biopolimeros produzidos por microrganismos desperta o interesse das industrias
farmacéuticas, quimica e de alimentos, visto que possuem propriedades
biotecnolégicas e caracteristicas parecidas com o0s polimeros produzidos
quimicamente, podendo ser utilizado como estabilizante, espessante de viscosidade,
entre outros (SLIVINSKI, 2014).

A pululana é um dos poucos exopolissacarideos neutros e soluvel em agua, e
€ produzida pelo fungo denominado Aureobasidium pullulans. Filmes impermeaveis a
oxigénio, adesivos e fibras sdo as suas principais aplicagdes (POLLOCK, et al. 1991).
As primeiras observacoes feitas desse biopolimero datam o ano de 1938 por Bauer,
e somente 20 anos depois foi que Bernier realizou seu isolamento e apenas nos anos
60 os cientistas conseguiram determinar a estrutura basica desse composto
(OLIVEIRA, 2010).

A escolha do substrato para o processo fermentativo e producao do EPS é de
suma importancia pois atuara como fonte de energia e de carbono para o
microrganismo e como representa grande parte do custo do processo € necessaria
uma avaliacdo econdmica (SLIVINSKI, 2014). Visando a economia e buscando um
rendimento satisfatorio para a produgao da pululana, a principal fonte de carbono que
sera empregada no presente estudo sera o melaco de cana-de-acucar.
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1.1Problema: Qual a melhor composi¢cdo de meio de cultivo a base de melago de
cana para producdo do exopolissacarideo pululana pelo fungo Aureobasidium

pullulans?

1.20bjetivo geral

Encontrar a melhor condi¢gao de produgéo do exopolissacarideo pululana em meio

a base de melago de cana pelo fungo Aureobasidium pullulans.

1.30bjetivos especificos

e Estudar a influéncia da concentracdo de melago, pH e concentracao de extrato
de levedura na produgao do exopolissacarideo.
¢ Realizar analises de peso seco de biomassa e de exopolissacarideo.

e Comparar os dados obtidos.

1.4 Justificativa

Atualmente com a industrializagao e a globalizagao a competitividade se tornou
acirrada entre as empresas, com o objetivo de conquistar novos mercados e reduzir o
custo de producgao as industrias buscam por matérias primas mais baratas, mas que
nao alterem a qualidade final do produto. Uma boa opc¢éao para a redugao dos custos
€ a reutilizacado de subprodutos de outros processos.

De acordo com Mezaroba, et al. (2010) o melago de cana € o subproduto
principal do processo de obtencdo do agucar, sendo que 1000 quilogramas
processadas de cana de acgucar dardo origem a 40 a 60 quilogramas desse
subproduto. O Brasil € atualmente o maior produtor de agucar no mundo, logo ha uma
producao elevada do melago de cana tornando-se assim uma fonte de energia de
carbono barata e abundante para o processo fermentativo (SLIVINSKI, 2014).

A producdo da pululana esta concentrada em paises desenvolvidos como
Estados Unidos e Japao, o Brasil ainda nao possui tecnologias para a produgao desse
EPS (OLIVEIRA, 2010). Tendo em vista esse fator e o alto valor da comercializagéo

do exopolissacarideo pululana esse trabalho tem como objetivo utilizar um meio de
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cultivo mais barato, o melaco de cana, e obter um rendimento consideravel desse

polissacarideo para tornar o processo economicamente viavel.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aureobasidium pullulans

Todos os organismos que habitam o planeta Terra sao divididos em reinos para
melhor classificacdo das espécies e estudo. Dentre esses reinos, podemos citar o
Animalia, Plantae, Monera, Protista e Reino Fungi. Este ultimo abrange os fungos,
organismos eucariontes, heterotroficos, encontrados geralmente em ambientes
umidos e com matéria organica. Sao considerados economicamente relevantes
pelo fato de possuirem diversas aplicacdes, como em processos fermentativos na

fabricacdo de bebidas alcodlicas, leites fermentados, paes, bolos e na culinaria.
Eles também sao de grande importancia agricola e ecoldgica, pois mantém o
equilibrio do ambiente, decompondo restos vegetais, degradando
substancias toxicas, auxiliando as plantas a crescerem e se protegerem
contra inimigos, como outros microrganismos patogénicos. Enfim, os fungos
sdo microrganismos de grande interesse biotecnologico (ABREU; ROVIDA;
PAMPHILE, 2014, p.1).

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos, porém
apenas 69.000 foram descobertos (SILVA; COELHO, 2006). Dentre essas
espécies encontra-se o fungo Aureobasidium pullulans, pertencente ao Filo
Ascomycota, Classe Dothideomycetes, Ordem Dothideales, Familia Dothioraceae
e Género Aureobasidium (NATURDATA, 2019).

‘Esse fungo pode ser encontrado em todos os nichos ecoldgicos, como
florestas, solos, aguas doces e marinhas, tecidos vegetais e também tecidos
animais” (SHINGEL,2014, p.2).

Dentre as principais caracteristica do A.pullulans, o que chama a atencao € o
fato desse fungo, em seus estagios iniciais de crescimento possuir coloragao clara
que com o passar dos dias escurece, tornando-se arroxeada escura, o que
caracteriza o apelido a essa espécie ‘levedura negra’ (KLEIN, 2019), ( Figura 1).
Frazen, citado por Klein (2016) explica que essa coloracao adquirida serve de
protecao para a levedura contra luz ultravioleta, irradiagdes, quebra e acado de

radicais livres que podem causar a morte.
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Figura 1: Col6nia do fungo A. pullulans.

Fonte: Autoria propria.

Ronen citado por Sugumaran e Ponnusami (2017) afirma que o A. pullulans
possui diversas morfologias celulares diferentes, dentre elas pode-se citar,
clamiddsporos, blastoporos jovens e swollen blastoporos, micélios e células yeast-
like ou leveduriforme. Esse ultimo tipo € o responsavel pela producdo do
exopolissacarideo pululana através do processo fermentativo. A figura 2 retrata as

diferentes morfologias assumidas por esse fungo.

Figura 2: Diferentes tipos de morfologia do A. pullulans.
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A figura A representa a col6nia, a figura B o corpo de frutificagédo, a figura C
trata-se da hifa escura com clamiddsporo na extremidade, a D células unicelulares
em gemulacéo, E artroconidio negro, F blastoconidios , G- hifas e blastoconidios ,
H hifas septadas e blastosporos e a figura | retrata células flamentosas envolvidas
por material capsular, possivelmente, polissacarideo (OLIVEIRA, 2010).

Além de produzir a pululana, o A. pullulans também produz uma variedade de
enzimas, como: amilases, proteases, lipases, esterases, pectinases, e as

hemicelulases, xilanase e manase (OLIVEIRA, 2010).

2.2Exopolissacarideos

Exopolissacarideos sao polimeros de monossacarideos secretados no meio de
cultivo que apresentam diferentes aplicagdes industriais (BARBOSA et al., 2004),
e podem ser produzidos tanto por bactérias como por fungos. S&o produzidos
durante a fase estacionaria do crescimento microbiano, sendo considerados
metabdlitos secundarios (PINHEIRO, 2014).

A dextrana, polissacarideo produzido pela bactéria Leuconostoc mesenteroides
foi o EPS mais importante produzido, e a partir dele que iniciou os estudos
referentes a esse tema (BARBOSA et al., 2004), sendo que a maior parte das
pesquisas focavam nos biopolimeros de origem microbiana, porém, como citado
por Silva et al. (2005) o custo de produgéo ainda é relativamente elevado quando
comparado aos polissacarideos de origem fungica e necessitam de investimentos
intensos de capital e energia.

Os exopolissacarideos fungicos podem ser classificados de duas formas:
heteropolissacarideos e homopolissacarideos. Como os polissacarideos sao
cadeias orgénicas de monossacarideos, um homopolissacarideo € uma cadeia
formada apenas por um mondmero, ja heteropolissacarideos sao formados por
diferentes monémeros (SILVA, et al 2005). Os EPSs produzidos por fungos
dependem principalmente da cepa fungica utilizada, as condi¢des fisicas mantidas
durante a fermentacio, e tipo dos componentes médios aplicados a producao
(MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

Philippini  (2017) afirma que os EPSs possuem aplicagdo industrial
principalmente nos setores alimenticios, farmacéutico e quimico. Na industria

alimenticia pode-se citar sua utilizacdo para filmes comestiveis e de revestimento
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para alimentos, ja que alguns sado barreiras para a passagem de oxigénio,
impedindo assim a oxidagao dos alimentos e por consequéncia aumentando sua
validade. Na industria farmacéutica ha estudos referentes a EPSs que possuem
acoOes antioxidantes, antivirais e antitumorais (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

2.3Pululana

Dentre os principais EPSs pode-se citar a pululana, produzido pelo fungo
A.pullulans, o qual pode ser utilizado na industria alimenticia como um espessante
e estabilizador de viscosidade e na industria quimica para a preparacdao de
plasticos comestiveis (ndo tdxicos) e biodegradaveis (MAHAPATRA; BANERJEE,
2013).

As primeiras observacdes sobre esse EPS datam a década de 30 por Bauer.
No entanto, apenas em 1958, Bernier fez o isolamento deste polissacarideo, dando
inicio a sua caracterizagao, e em 1959 através de estudos, Bender, Lehmann e
Wallenfels viram tratar-se de uma nova glucana, a qual foi nomeada de “pululana”.

E somente nos anos 60 determinou-se sua estrutura basica (OLIVEIRA, 2010).

Figura 3: Estrutura quimica pululana.

CH CH,OH CH,OH

.-'J_CI-\. o O, .-J_D
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Fonte: Biotecnologia Industrial - Vol. 3: Processos fermentados e enzimaticos, p. 242.

i

A pululana é definida como um hidro coloide, constituida de subunidades de
maltotriose e um pequeno numero de unidades de maltotetraoses, unidas por ligagdes
a (1— 6), e que se apresenta como um material compativel em misturas com o amido
(SUEIRO et al. 2016). As principais caracteristicas desse EPS s&o: hidrofilico,
biodegradavel, biocompativel e com baixa toxicidade (DE CARVALHO et al., 2018).
Esse EPS fungico ndo possui odor e sabor, € sua massa molar varia de 8.000 a
20.000.000 Da, sendo que essa variagao se deve aos meios de cultivo empregados
para a fermentagédo (OLIVEIRA, 2010).
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A comercializagao desse biopolimero é feita pela empresa Sigma Chemical Co.
dos Estados Unidos e por outra empresa localizada no Japao, a Hayashibara
Biochemical Co. Seu custo é relativamente elevado ja que esse produto possuiu um
baixo rendimento, pode sofrer degradacdo e formacdo de melanina durante o
processo de fermentagao e também gera alta viscosidade no meio (OLIVEIRA, 2010).

De acordo com Leathers (2003) a produgao desse biopolimero pela empresa
Hayashibara gira em torno de 300 toneladas anuais. Ele também afirma que o prego
de atacado desse produto é de 20 ddlares o quilograma e a pululana com qualidade
farmacéutica é vendida por 25 ddlares o quilograma. O autor relata que mesmo sendo
produzida com substratos relativamente baratos, o valor comercial da pululana é trés
vezes maior que o prego de outras gomas microbianas como a xantana e a dextrana
que também sao produzidas por via fermentativa.

Os principais fatores que podem influenciar na producéo de pululana sao: fontes
de carbono e nitrogénio, o pH inicial e a temperatura do meio de fermentacgao, e no
caso de fermentagdo em meio sélido ha influéncias do tamanho das particulas e o teor
de umidade (SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017).

2.3.1 Fatores que afetam a produc¢ao da pululana

Em meios onde foi empregada a maltose como fonte de carbono observou-se um
crescimento de biomassa elevado, porém baixa produgdo do EPS. Em um estudo feito
por Bender empregou-se 22 g.dL" de glicose e 20 g.dL" de sacarose constatou-se
que apos cinco dias de fermentacdo houve a produgao de 1,3g de polimero por 1 g
de biomassa (SHINGEL 2003).

A tabela 1 consta dados comparativos entre duas fontes de carbono, a glicose e a
sacarose e os rendimentos de fermentacdo. A eficiéncia denotada na tabela pela
coluna FE é calculada pela razdo entre a quantidade de pululana obtida pela
quantidade de substrato inicial (SHINGEL, 2003).
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Tabela 1: Producgao de pululana pelo fungo Aureobasidium pullulans com diferentes
fontes de carbono.

Substrato
Pululana
Inicial (g/dL) FE?
(g/dL)
Glicose
30 13,0-15,0 0,43 -0,50
50 20 0,40
50 23,4 0,47
80 ~50,0 0,62
100 23,3 0,23
Sacarose
50 30,0 0,60
50 30,2 0,60
50 30,0 0,60
100 34,4 0,34

Fonte: Adaptado de SHINGEL, 2003, p.5.

Analisando os dados presentes acima percebe-se que a maior eficiéncia
alcangada com a glicose foi a de 0,62, obtendo uma concentragado de pululana de
50g*dL™" e utilizando uma concentragéo inicial desse substrato de 80g*dL".

Outro fator que pode alterar a produgao do biopolimero pululana é a fonte de
nitrogénio utilizada no meio fermentativo. Estudos afirmam que uma concentragao
limitante de nitrogénio estimula a produgdo dos EPSs. As principais fontes de
nitrogénio empregadas sao peptonas, glutamato, extrato de levedura, sulfato de
amonio, nitrato de sodio e de potassio, entra outras (BARBOSA et al., 2004).

Shingel (2003) afirma que o pH étimo para a producao da pululana situa-se
entre 5,5 e 7,5, ja o pH ideal para a produgdo de biomassa é de 4,5. Nota-se uma
grande diferenga nos valores para o crescimento celular e a produgédo do polimero
sendo assim considerados processos com carater independente.

Os autores Shi e Zhao (2003) afirmam que a temperatura € um dos fatores mais
importantes para a produgcao da pululana, tendo encontrado valores o6timos de
producao para 28 °C. Analisando resultados de outros experimentos realizados pelos
cientistas Roukas e Biliaderis, os quais afirmaram que a produgdo do EPS diminuiu
ao aumentar a temperatura para 20°C , Shi e Zhao concluiram que a temperatura
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6tima de producgdo da pululana é dependente da linhagem do fungo A. pullulans
utilizada.

Barbosa et al (2004) chamam a atengdo ao fato de cada fungo necessitar de um
estudo especifico sobre condicboes de aeracao, pois esse fator pode afetar tanto
positivo como negativamente a producao do EPS.

A agitacao € o mecanismo utilizado para melhor distribuir os nutrientes do meio e
o oxigénio. Através de revisdes de literatura constatou-se que a agitagao nao interfere
na taxa de produgao da pululana e sim o nivel da pressao de oxigénio dos fermentados
(BARBOSA et al., 2004).

2.3.2 Aplicacoes

Chi, et al. (2009) ressaltam o uso da pululana para filmes e fibras impermeaveis
ao oxigénio, espessamento de adesivos ou agentes de encapsulamento, também
pode ser aplicado na formulagdo de comidas com baixo teor calorico, em substancias

anticoagulantes, antitrombaticas e antivirais e em materiais para industria quimica.

Os filmes de pululana sdo impermeaveis ao oxigénio, o que evita a
formacdo de manchas nos alimentos em que foram aplicados, ou seja,
garantem a sua aparéncia e, consequentemente, um tempo maior de
armazenamento. Também s&o empregados como fixadores de ingredientes
para dar cor e sabor aos alimentos. Além de resistentes, os filmes de pululana
permitem a sua impressdo sem distorcdo da imagem, o que os torna
apropriados para uso na decoracdo de alimentos (OLIVEIRA, J. D. 2010.
p.25).

A tabela 2 retrata exatamente sobre a permeabilidade ao oxigénio que os filmes
feitos, ndo so6 de pululana mas de outros compostos possuem, sendo assim € possivel
comparar a pululana com outras substancias no critério impermeabilizante ao

oxigénio.
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Tabela 2: Permeabilidade de filmes comestiveis ao oxigénio a 25 °C em diferentes umidades

relativas.
. Umidade
) ] Espessura Permeabilidade O2 ]
Tipo de Filme relativa
(mm) mL.mm/(m2.d.atm)
(%)
Pectina 0,055 57,500 87
Pectina 0,055 258,800 96
Quitosana 0,020 91,400 93
Pululana 0,020 3,300 30
Pululana/ goma arabica - 3,050 36
Gluten de trigo 0,100 190,000 9
Gluten de trigo 0,100 250,000 94,5
Proteinas de peixe 0,030 56,000 86
Proteina de peixe 0,030 169,000 92
Caseinato de sédio 0,083 77,000 77
Gluten - DATEM 0,100 153,000 94,5
Glaten — cera de abelha 0,100 133,000 9
Caseinato de sadio/
0,088 83,00 48
Myvacet
MC/HPM/acidos graxos - 46,60 52
MC/cera de abelha
- 4,00 42
(bicamada)
Gluten — DATEM/cera de
0,140 < 3,00 56
abelha

Fonte: Adaptado de VILLADIEGO, 2005. p. 12.

Através dos dados é possivel notar que o filme de pululana é o mais fino entre
todos, com 0,020 mm de espessura e possui 0 menor valor de permeabilidade de
oxigénio dentre todos os filmes listados. Analisando agora a umidade relativa entre os
dois filmes de pululana, percebe-se que a umidade relativa € um fator importante para
a permeabilidade aos gases, pois alterando o seu valor alterou-se a permeabilidade
do oxigénio para o mesmo filme.

Dentre os estudos ja desenvolvidos com relagao a esse polissacarideo, o Japao
€ 0 pais que possui destaque com o desenvolvimento de coberturas inodoras e sem
sabor para materiais alimenticios (LIMA, 2019). Leather citado por Urgel (2019) em
seu livro “Processos fermentativos e enzimaticos” mostra algumas aplicacbes da
pululana principalmente no ambito farmacéutico, como o fato da pululana ser utilizada

como prebidtico, capaz de promover o crescimento seletivo da bactéria
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Bifidobacterium spp. no intestino humano. Outra aplicacdo que se destaca € o uso

desse elemento como conjugado n&o téxico na producao de vacinas.
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3. MATERIAIS E METODOS

O método utilizado para o delineamento da pesquisa sera o método dedutivo.

3.1 Microrganismo

Utilizou-se o microrganismo Aureobasidium pullulans, CCT 4154, obtido na

Fundacao André Tosello Pesquisa e Tecnologia.

3.2Meios de cultivo

3.2.1 Manutencao

Os meios de crescimento do microrganismo foram realizados em dois estados
diferentes, um meio liquido e outro solido. O meio liquido consiste em agua destilada
e uma concentragdo de 20 g.L' de extrato de malte e sua manutencao foi realizada a
cada trinta dias. Ja o meio sdlido consiste em agua destilada e uma concentragao de
20 g.L-' de extrato de malte e 20 g.L-' de agar bacteriologico e sua manutengéo foi
realizada a cada duas semanas.

Ambos os meios foram ajustados para pH 6.5 com a base NaOH 0,1 Mol.L-' e
autoclavados por 15 minutos a uma temperatura de 120 °C e presséo de 1kgf.cm™
para assim os microrganismos serem inoculados no fluxo laminar.

Os meios liquidos foram feitos em erlenmeyer de 250 mL com 125 mL agua
destilada. Os meios sélidos em placas de Petri.

Apos feito o repique, transferiu-se ambos os meios para a estufa de 25 °C por
um periodo de aproximadamente trés dias e depois os transferiu para 0 ambiente com

temperaturas menores para retardar o crescimento.

3.2.2 Meio de cultivo para producao do exopolissacarideo

O meio de cultivo utilizado para o estudo da otimizacdo da producido da
pululana é composto por melago de cana de agucar e extrato de levedura. Para poder
encontrar a condicao 6tima de crescimento de biomassa e producgao de polissacarideo
realizou-se 11 experimentos variando as concentracdes desses compostos € o pH do

meio.
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As concentragdes de melago de cana, extrato de levedura e valor de pH estao

dispostos na tabela 3:

Tabela 3: Concentragao de melago de cana, extrato de levedura e valor de pH aplicados
a cada experimento.

Concentracgao Extrato de
melago (%) levedura (g.L")

6 2

5

2

5

3,5

3,5

3,5

Experimento pH

O oo N O A WN =

ol O

-
o
N

NN W N oo O W W N W
N O N OB B ODNDN

11

N

Fonte: Autoria Prépria.

A variagdo nos valores de % de melago de cana dispostos na tabela foram
obtidos através de estudo previamente realizado com diferentes % de melago de cana.
No estudo foram testados para 0%, 1,5%, 3%, 4,5% e 6% e a concentragao de extrato
de levedura em todos os experimentos foi de 3,5 g.L". Os resultados obtidos estdo

dispostos na tabela 4.

Tabela 4: Resultado de células por mL obtido através de diferentes concentragoes de
melago de cana.

Crescimentos apés 7 dias de

Concentracao de

fermentacao
melaco de cana .
(células por mL)
0% -1,09.103
1,5% 4,69.104
3% 2,34.103
4,5% 7,13.103
6% 5,36.10-3

Fonte: Autoria propria.
Com esses resultados o software estatistico forneceu os 11 testes que
deveriam ser realizados.
Apos colocado todos os reagentes em cada Erlenmeyer eles sofreram o

processo de autoclavagem na autoclave por um periodo de 30 minutos a uma
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temperatura de 120 °C. O tempo maior deve-se ao fato de o melago de cana possuir
muitas impurezas.

Apds autoclavados, em cada erlenmeyer inoculou-se 20mL do microrganismo
Aureobasidium pullulans no fluxo laminar e transferiu para o ambiente escuro, com
temperatura entre 22 e 25 °C durante sete dias, sem agitagao e fechados com tampéo

de algodao.

3.3 Quantificagao de biomassa

A quantificacdo de biomassa foi realizada pelo método de peso seco, o qual
baseia-se no peso da amostra sem a presenga de agua. Para realizar essa etapa foi
necessario extrair um volume de 20mL do Erlenmeyer, centrifuga-lo por 15 minutos a
uma rotacao de 5.000 rpm, descartar o sobrenadante e deixar a amostra por 24 horas
na estufa de 80 °C e posteriormente pesa-la.

Para poder calcular a quantidade em gramas de células que foram inoculadas
no primeiro dia de experimento, primeiramente deixou por 24 horas 11 tubos falcons

na estufa de 80 °C, passado esse um dia, tarou-se os 11 tubos falcons.

Apés inocular os 20 mL do meio de cultivo em cada Erlenmeyer, com o auxilio
de uma pipeta retirou 20 mL de cada e transferiu para seu respectivo tubo falcon, o
qual foi centrifugado por 15 minutos a uma rotagdao de 5.000 rpm, descartou-se o
sobrenadante e foi deixado por 24 horas na estufa de 80 °C para assim toda a agua

da amostra evaporar e obter apenas o peso seco de biomassa.

Transcorridos os sete dias de fermentacdo realizou-se os mesmos
procedimentos de extracdo de 20mL de cada Erlenmeyer para seu respectivo tubo

falcon, centrifugacao, secagem e pesagem.

3.4Quantificacao de pululana

Para mensurar a quantidade de pululana produzida em cada erlenmeyer nesse
estudo realizou-se a precipitacdo desse polissacarideo com o volume de 1:1 de Alcool
Etilico, porém outras concentracées podem ser testadas em outros estudos. Utilizou-
se alcool etilico porque, como cita Leathers (2003) os alcoois sdo os principais

solventes orgéanicos usados para a precipitacdo do biopolimero. Apds precipitado
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realizou-se sua extracado manualmente com o auxilio de um bastado de vidro, visto que
esse polissacarideo se separa facilmente do meio. Logo apés a extragao, armazenou-
se os EPS na estufa de 80 °C por 24 horas, para retirar toda a agua presente na

amostra e posterior pesagem.

3.50timizacao

Com os resultados dos experimentos coletados, utilizou-se o software
estatistico Essential Regression and Experimental Design for Chemists and Engineers
o qual auxiliou a encontrar o meio de cultivo com pH, concentragao de melaco e de

levedura que produziu a maior concentracado de pululana.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Biomassa

A tabela 6 apresenta os resultados de concentracdo de massa de células no
dia 0, apds os 7 dias de fermentagao e o resultado do crescimento da biomassa. Para
obter a quantidade em g.L"' de biomassa da fermentagdo dos 7 dias, diminui-se o
valor da coluna de massa de células do dia 7 (em g.L-") com os valores da coluna de

massa de células do dia 0 (em g.L™").

Tabela 5: Resultados em g.L"! de peso seco de biomassa apés os 7 dias de

fermentacao.
Resultado
Experimento  fermentacao % Crescimento

(9.L7)
1 -0,250 -9,191%
2 0,195 12,420%
3 0,005 0,467%
4 0,500 18,116%
5 0,405 31,274%
6 0,380 23,602%
7 0,705 71,939%
8 0,420 27,273%
9 1,530 181,065%
10 0,580 34,627%
" 0,675 51,923%

Fonte: Autoria Prépria.

A figura 4, de um dos tubos falcons, ilustra o peso seco de biomassa apos os

sete dias de fermentacao.

Figura 4: llustracao do tubo falcon com o peso seco de biomassa dos 7 dias de
fermentacao e apods as 24 horas na estufa de 80°C.

Fonte: Autoria prépria.
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Primeiramente para averiguar a confiabilidade dos dados de crescimento de
biomassa em g.L-' utilizou-se o software estatistico Essential Regression and
Experimental Design for Chemists and Engineers o qual analisando os resultados
forneceu os seguintes parametros com seus respectivos valores constados na tabela
7.

Tabela 6: Parametros de confiabilidade obtidos através do software estatistico ao testar
a exatidao dos resultados de peso seco de biomassa apés os 7 dias de fermentacgao.

IR| 0,959

R? 0,919

R? ajustado 0,797

Erro Padrao 0,202
Pontos 11

Fonte: Software estatistico (Adaptado).

Obteve-se através do software o valor 0,959 (em mddulo) correspondente ao
coeficiente de correlagao de Pearson, o qual corresponde a uma medida de variancia
compartilhada entre duas variaveis, e essa variagao devera ser distribuida linearmente
(FILHO, Dalson B. F; JUNIOR, José A. S.), no presente trabalho relaciona as variaveis

producao de biomassa com a composicao do meio.

Como citado no artigo Desvendando os Mistérios do Coeficiente de Correlagao
de Pearson, dos autores Dalson Filho e José Junior, diferentes pesquisadores
interpretam de diferentes formas de magnitude desse coeficiente. Cohen (1988) citado
por esses autores, afirma que valores de 0,10 e 0,29 sado considerados pequenos,
entre 0,30 e 0,49 médio e de 0,5 a 1 grandes. Ja os autores Dancey e Reidy (2005)
também citados no refiro artigo acima apontam que um valor de R = 0,10 até 0,30 é
fraco, R = 0,40 até 0,60 moderado e R = 0,7 até 1 forte.

O coeficiente de determinacao, definido como o quadrado do coeficiente de
correlagdo de Pearson, como cita Shimikura (2006) é definido com uma medida de
proporcdo da variabilidade em uma variavel que é explicada pela variabilidade da
outra. O R? obtido por esse experimento foi de 0,919 (91,9%), portanto como obteve-
se um valor proximo de 1 o modelo linear se ajusta de forma adequada ao conjunto
dos experimentos (RODRIGUES, Ligia H; 2015).

O erro padrao é a medida de variabilidade associada a média amostral (PAES,

Angela T; 2008) e correlaciona-se com o desvio padréo através da seguinte férmula:
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gp =2
~Vn

Onde:

EP equivale ao erro padrao;

DP equivale ao desvio padrao;

n = tamanho da amostra;

Com o valor de EP = 0,202 fornecido pelo software foi capaz de calcular o valor

do desvio padrao.

0.202 = 2F
T V11

Portando, desvio padrdao do experimento foi de 0,670 g.L".

Independente da classificagéo verificou-se que o R =0,959 e R?=0,919, ambos
com valores bem préximo a 1, por esse motivo classificou-se o experimento de
biomassa como confiavel, e assim progrediu-se para os experimentos referentes ao
EPS.

4.2 Polissacarideo

Apos a fermentacido dos sete dias, realizou-se a extracdo do polissacarideo. A
figura 5 ilustra os onze experimentos logo apds a adi¢cado do alcool etilico, pode-se
perceber a pululana na parte superior dos erlenmeyers. A figura 6 ilustra o aspecto do

EPS mais de perto

Figura 5: Extragao com alcool etanol do exopolissacarideo pululana.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 6: Exopolissacarideo separado do meio pela inser¢ao do alcool etanol.

Fonte: Autoria prépria.

A tabela 8 fornece os valores em gramas por litro de exopolissacarideo

produzido em cada experimento.

Tabela 7: Apresentacao dos resultados obtidos de peso seco de biomassa e peso seco
de pululana de cada experimento.

o ~ Peso
%o Concentracgao
. seco Peso seco
Placa de Petri pH Melaco extrato de . 1
biomass pululana (g.L™")
de cana levedura 1
ag.L
1 3 6 2 -0,250 18,090
2 7 2 S 0,195 23,420
3 3 2 2 0,005 8,020
4 3 6 5 0,500 21,355
5 5 4 3,5 0,405 21,965
6 5 4 3.5 0,380 16,200
7 5 4 3,5 0,705 15,405
8 7 6 0,420 29,320
9 3 2 5 1,530 5,795
10 7 6 2 0,580 23,065
11 7 2 2 0,675 14,365

Fonte: Autoria Proépria.

O grafico a seguir correlaciona no eixo x peso seco de biomassa e no eixoy o
peso seco de pululana produzida por essa concentracao de Aureobasidium

pullulans.
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Grafico 1: Correlacao entre a Concentracio de peso seco de Biomassa e a pululana

produzida.
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Fonte: Autoria propria.

Analisando os meios com pH 7 e concentracdo de melaco 2%, percebe-se que
o meio no qual a concentragéo de extrato de levedura é maior (5 g.L") ocasionou em
um crescimento menor de microrganismos (0,195 g.L"), j& o meio com concentragéo
de extrato de levedura menor (2 g.L™"), produziu um nimero maior de microrganismos
(0,675 g.L'"). A mesma alteragéo ocorreu com os experimentos com pH 7 e melago a
6%, com o extrato de levedura maior (5 g.L-") obteve-se um crescimento menor ( 0,42
g.L") ja com o extrato de levedura menor (2 g.L-") o crescimento foi maior ( 0,580 g.L-
1)_

Ao comparar o crescimento de biomassa desses experimentos com a
quantidade de pululana produzida, os experimentos com concentracao maior de
extrato de levedura (5 g.L-") produziram mais EPS, tanto na dupla de experimentos 2
e 11 quando na dupla 8 e 11. Seguindo a légica, nos experimentos onde a reprodugao
dos microrganismos foi mais acentuada deveria resultar em uma produgdo maior de
pululana, porém percebeu-se o contrario, uma possivel explicacdo para esse
fendbmeno é o fato de quanto mais microrganismos presentes no meio, maior € o
consumo dos substratos para manté-los e consequentemente havera menos

substratos no meio de cultivo para produzir o exopolissacarideo.
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Abordando o fator concentragao de melago, nos experimentos 1 e 3, onde o pH
manteve-se no valor de 3, e extrato de levedura igual a 2 g.L"", nota-se que no
experimento 1, o qual a concentracao de melaco € de 6%, obteve-se um crescimento
negativo de microrganismos, erros de medigcdo podem ter alterado esse valor. No
experimento 3, com concentragdo de melago igual a 2% obteve-se um valor de

crescimento 0,005 g.L".

Os experimentos 2 e 8, o pH foi de 7, e a concentragao de extrato de levedura
igual a 5 g.L ", com a concentragdo de melaco igual a 2%, obteve-se um crescimento

de 0,195 g.L". Ja com a concentragdo a 6% o crescimento foi de 0,420 g.L™".

Através da tabela 8 nota-se que o experimento no qual obteve-se a maior
producéo de pulula foi o 8, com um resultado de 29,320 g.L"'. Com os resultados
obtidos em g.L"' de polissacarideo e através do software, obteve-se a condicdo
otimizada, a qual corresponde aos valores do experimento 8 (melago 6%, extrato de

levedura 5 g.L-'e pH 7).

Tabela 8: Valores de % de melago de cana, pH e concentracdo de extrato de levedura dos
meios de minima, média e maxima producao de pulula.

Concentragcdao Concentracao pH
melaco de extrato de
cana (%) levedura (g.L")

Minima 2 2 3
producao

Média 4 3,5 5
producao

Maxima 6 5 7
producao

Fonte: Software estatistico (Adaptado).

Apos feita a otimizacao, realizou-se a triplicata dos valores para obter uma
maior exatidao nos resultados. As tabelas 10 e 11 reportam os resultados obtidos para

crescimento de biomassa e producao do exopolissacarideo pululana respectivamente.

pH = 7, melago de cana a 6%, extrato de levedura 5 g.L™".



Tabela 9: Resultado do peso seco da biomassa e da pululana das triplicatas.

BIOMASSA Experimento Crescimento Massa EPS

(9.L" (9.L)

pH=7 1 2,925 32,000
melago 6% 2 3,260 27,406
3 3,375 21,406

Fonte: Autoria Propria.
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5. AVALIAGAO COMERCIAL

Para poder confirmar que o meio de cultivo empregado seria barato ao usar o
melago de cana, buscou-se trazer os valores dos componentes principais: Melago de
Cana e Extrato de Levedura. Para o melaco, buscou-se o valor no site Mercado Livre,
e encontrou-se o valor de R$ 23,90 para 1 kilograma desse substrato. Para o extrato
de levedura, pegou-se como referéncia o encontrado no site Synth Acessérios e

Equipamentos para Laboratorios, o qual possui valor de R$ 121,80 para 100 gramas.

Figura 7: Melago de Cana vendido pelo site mercado livre.

1 Kg 100% natural

MR (]

Fonte: Mercado Livre.

Figura 8: Extrato de levedura vendido pela loja Synth Acessérios e Equipamentos para
Laboratoérios.

b o i Cabury

EXTRATD DE
LEVERDURA -

s g i 7o

Fonte: Site Lojas Synth.
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Valor aproximado para um meio de cultivo de 1 litro para produzir 26,937 gramas de

pululana:
e 6% Melaco de Cana.
Densidade do melago de cana 1, 30g.mL"" (MARTINS, Mariane. 2012).
6% do meio = melago de cana = 60mL.
60 mL=78g.
78 g=R$ 1,86.
e 5g.L-" de Extrato de Levedura.
59 =R$ 6,09

Observacao = para valores de calculo ndo foi considerado o acido e a base utilizados

para ajustar o pH do meio visto que fui utilizado valores infimos.

Valor aproximado do meio de producédo de pululana = R$ 7,95.
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6. CONCLUSAO

Portanto, para esse trabalho, conclui-se que uma maior concentragcao de
extrato de levedura resultou em uma menor reprodugao fungica e uma maior produgao
de EPS, logo para produzir mais pululana € necessario mais extrato de levedura. Logo
a concentragao de extrato de levedura é inversamente proporcional a produgao de
biomassa e diretamente proporcional a producdo de EPS. Analisando o efeito que o
pH tem sobre o meio, o experimento de numero 9 com pH 3 produziu a maior
concentracdo de microrganismos, porém suprimiu a producdo do EPS. Por fim a
concentracdo de melago de cana é proporcional ao crescimento fungico e a produgao

de pululana.



39

7. REFERENCIAS

ABREU, Jéssica Aline Soares de; ROVIDA, Amanda Flavia da Silva; PAMPHILE, Joao
Alencar. Fungos de interesse: aplicagdes biotecnoldgicas. Revista uninga review,
[s.l], v. 21, n. 1, jan. 2015. Issn 2178-2571. Disponivel em:
<http://revista.uninga.br/index.php/uningareviews/article/view/1613>. Acesso em: 05
set. 2019.

BARBOSA, A. D. M., et al. Producao e Aplicacdo de Exopolissacarideos Fungicos.
Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, Universidade Estadual de Londrina.
Londrina, v. 25, n. 1, p. 2942, jan./jun. 2004. Disponivel em: <
http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semexatas/article/view/1558> . Acesso em:
05 set.2019.

CARVALHO, L.T., et al. Modificagao quimica da pululana para aplicagao em sistemas
de liberacdo controlada de principios ativos. In. Congresso Brasileiro de

Engenharia e Ciéncia dos Materiais, 23°, 2018, Foz do Iguacu, Parana, Brasil.

CHI, Z. et al. Bioprodutos de Aureobasidium pullulans, uma levedura

biotecnologicamente importante. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2009, 82, 793-804.

FILHO, Dalson Britto Figueiredo; JUNIOR, José Alexandre da Silva. Desvendando os
Mistérios do Coeficiente de Correlagao de Pearson (r). Revista Politica Hoje. VVol. 18,
n. 1, 20009. Disponivel em: <
https://periodicos.ufpe.br/revistas/politicahoje/article/viewFile/3852/3156 >. Acesso
em: 01 agosto 2020.

KLEIN, Mariana M. Mecanismos de acado e influéncia de nutrientes na atividade
antagonica de Aureobasidium pullulans a Geotrichum citri-auranti. Tese (Doutorado
em Microbiologia Agropecuaria) — Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual de Paulista. Jaboticabal, p. 112. 2016. Disponivel em: <
https://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/148005/klein_mn_dr_jabo.pdf?se

quence=3&isAllowed=y>. Acesso em: 31 ago. 2019.


http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semexatas/article/view/1558
https://periodicos.ufpe.br/revistas/politicahoje/article/viewFile/3852/3156

40

LEATHERS, T.D. Produgao biotecnoldgica e aplicagdes da pululana. Microbiology
and Biotechnology. 2003, vol. 62, 468-473.

LIMA, Urgel de Almeida. Biotecnologia Industrial. Processos Fermentativos e
Enzimaticos. 2009, vol. 3, 2 ed. Sdo Paulo, SP: Blucher, 760p.

LOJA SYNTH. Acessorios e Equipamentos para Laboratérios. Site de compra de
Acessérios e Equipamentos para Laboratérios. Disponivel em: <
https://www.lojasynth.com/reagentes-analiticosmaterias-primas/meios-de-

cultura/extrato-de-levedura >. Acesso em: 11 de outubro de 2020.

MAHAPATRA, S., and BANERJEE, D. Exopolissacarideos fungicos: producao,

composicao e aplicagdes. Microbiol. Insights. 2013; vol. 6,1-16.

MARTINS, Mariane P. S. Caracteriza¢ao da Producao e Avaliagdo de Indicadores de
Qualidade Tecnoldgica de Amostras de Melado do Estado de Sdo Paulo. Tese (Pés-
graduacao em Agroecologia e Desenvolvimento Rural) — Programa de Poés-
graduacao em Agroecologia e Desenvolvimento Rural, Universidade Federal de Sao
Carlos, Araras, p.57. 2012. Disponivel em:
https://repositorio.ufscar.br/bitstream/handle/ufscar/135/4648.pdf?sequence=1&isAllo

wed=y . Acesso em: 16 de outubro de 2020.

MERCADO LIVRE. Empresa do grupo Mercado Livre. Site de compras e vendas.
Disponivel em: < https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-1473618641-melaco-
melado-de-cana-de-acucar-original-com-1-kg-promoco-
_JM#position=1&type=item&tracking_id=bffbcf85-d366-4c8d-a978-3fef093f07c2>
Acesso em: 11 de outubro de 2020.

MEZAROBA, S.; MENEGUETTI, C. C.; GROFF, A. M. Processos de producao do
acucar de cana e 0s possiveis reaproveitamentos dos subprodutos e residuos
resultantes do sistema. IV Encontro de Engenharia de Produ¢ao Agroindustrial,

Campo Mourao, novembro, 2010.



41

NATURDATA. Naturdata: Biodiversidade Online. c2009 — 2018. P&agina Inicial
pesquisa Aureobasidium pullulans. Disponivel em: <
https://naturdata.com/especie/aureobasidium-pullulans/38082/0/>. Acesso em: 01
setembro 2019.

OLIVEIRA, J. D. Efeito da fonte e concentracdo de nitrogénio na producido de
biopolimero por Aureobasidium pullulans. Tese (Dissertacao de Mestrado) -
Programa de Pés-Graduagao em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos,
Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, p. 152.
2010. Disponivel em: < http://186.202.79.107/download/producao-de-biopolimero-por-

aureobasidium.pdf> .

OLIVEIRA, Saulo Alves de. Dextrana: revisdo sobre uso e possiveis aplicagdes
industriais. 2013. 43 f. Trabalho de conclusao de curso (bacharelado - Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Rio Claro,
2013. Disponivel em: <http://hdl.handle.net/11449/120320>. Acesso em: 10 setembro
2019.

PAES, Angela Tavares. Por Dentro da Estatistica. Einstein: Educ Contin Saude.
2008, 6 (3 Pt 2): 107-8. Disponivel em: <
https://www.ufjf.br/ppgsaude/files/2008/07/Artigo-2.pdf >. Acesso em: 01 de agosto de
2020.

PHILIPPINI, R. R. Producdo do exopolissacarideo lasiodiplodana a partir de
hidrolisados de subprodutos agricolas. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Programa
de Pés-graduagao em Biotecnologia Industrial — Universidade de Sao Paulo, Lorena
Sao Paulo, p. 135. 2017. Disponivel em:<
https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/97/97132/tde-20112017-130445/en.php>.

Acesso em: 10 setembro 2019.

PINHEIRO, Jessika B. Fungos produtores de exopolissacarideos e suas aplicacoes
funcionais e industriais. Tese (Trabalho de Conclusao de Curso) — Bacharelado

Interdisciplinar em Biossistemas, Universidade Federal de Sdo Jodo Del-Rei. Sete


http://hdl.handle.net/11449/120320
https://www.ufjf.br/ppgsaude/files/2008/07/Artigo-2.pdf

42

Lagoas, p. 33. 2014. Disponivel em: < https://www.ufsj.edu.br/portal2-
repositorio/File/deceb/Pinheiro%202014.pdf. Acesso em: 13 setembro 2019.

POLLOCK T.J.L., Armentrout R.W. Isolamento de novas cepas de Aureobasidium
pullulans que produzem pululana de alto peso molecular com pigmentagao reduzida.
Appl. Environ. Microbiol. 1992; vol.58, No. 3, 877-883.

RODRIGUES, Ligia Rodrigues. Regressao Linear Simples. Aula capitulo 15,
estatistica basica (Bussab e Moretti, 82 Edi¢ado). Disponivel em: <
https://www.ime.usp.br/~fmachado/MAE229/AULA10.pdf >. Acesso em: 01 de agosto
de 2020.

SHINGEL, K. I. Conhecimento atual em biossintese, atividade biolégica e modificagao
quimica do exopolissacarideo pululana. Revista Carbohydrate Research, Montreal,
Quebec, Canada, vol. 339,447 — 460, outubro 2004.

SILVA, M. L. C. eal. Caracterizagao Quimica de Glucanas Fungicas e Suas Aplica¢des
Biotecnoldgicas. Revista Quimica Nova, Londrina Parana, vol. 29, n. 1, 85 — 92,
agosto 2005.

SILVA, Ricardo R.; COELHO, Danuza G. Fungos principais grupos e aplicagdes
biotecnolégicas. Tese (Pés-Graduacao em Biodiversidade Vegetal e Meio
Ambiente Curso de Capacitacdo de monitores e educadores) — Instituto de
Botanica. Séao Paulo, p. 20. 2006. Disponivel em: <
http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br/Web/pdf/Fungos_Ricardo_Silva_e_Gla

uciane_Coelho.pdf>. Acesso em: 20 out. 2019.

SILVA, Shikamura E. Coeficiente de Determinacdo. LEG: Laboratério de Estatistica
e Geoinformacdao UFPR. 30 de Agosto de 2006. Disponivel em: <
http://leg.ufpr.br/~silvia/CE003/node76.html >. Acesso em: 01 de agosto de 2020.

SLIVINSKI, J. Estudo da produgdo de biopolimero e biomassa pelo fungo L.
theobromae MMPI em meio a base de melago de cana-de-agucar empregando

delineamento fatorial. Tese (Graduagao em Quimica) — Universidade Tecnoldgica


https://www.ime.usp.br/~fmachado/MAE229/AULA10.pdf
http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br/Web/pdf/Fungos_Ricardo_Silva_e_Glauciane_Coelho.pdf
http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br/Web/pdf/Fungos_Ricardo_Silva_e_Glauciane_Coelho.pdf
http://leg.ufpr.br/~silvia/CE003/node76.html

43

Federal do Parana. Pato Branco, p. 68. 2014. Disponivel em: <
http://repositorio.roca.utfpr.edu.br/jspui/bitstream/1/2172/1/PB_COQUI_2013_2_11.p
df>.

SUEIRO, A.C. et al. Filmes biodegradaveis de amido de mandioca, pululana e celulose
bacteriana. Revista Quimica Nova, Sao Paulo, vol. 39, n.9, abril 2016. Disponivel em:
< http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-
40422016000901059&script=sci_abstract&ting=pt>. Acesso em: 10 outubro 2019.

SUGAMARAN, K.R.; PONUSAMI, V. Revisdao sobre produgdo, processamento
downstream e caracterizagdo de pululana microbiana. Revista Carbohydrate

Polymers, Tamildanu, india, junho 2017.

VILLADIEGO, A.M.D, et al. Filmes e revestimentos comestiveis na conservacao de
produtos alimenticios. Revista Ceres, vol. 52, num. 300, 2005. Universidade Federal
de Vigosa, Vigosa. Disponivel em:
https://www.redalyc.org/pdf/3052/305242980005.pdf.

ZHAO, S.; CHI, Z. Uma nova levedura produtora de pululana e otimizacdo média para
sua producgao de exopolissacarideo. Jornal Académico Oceano, vol. 2, n. 1, 53 — 57,
2003. University of Qingdao, Qingdao, China.

WENZEL, |.M; ALMEIDA, J.E.M; CARDOSO, E.R. Efeito de diferentes concentracoes
de dextrose e extrato de levedura no desenvolvimento do fungo entomopatogénico
lecanicillium lecanii em fermentacao liquida. Arquivo Instituto Biolégio, Sdo Paulo,
v.72, n.1, p.127-131, jan./mar., 2005. Disponivel em: <
https://www.researchgate.net/profile/Jose_Almeida16/publication/258210287_Efeito_
de_diferentes_concentracoes_de_dextrose_e_extrato_de_levedura_no_desenvolvim
ento_do_fungo_entomopatogenico_Lecanicillium_lacanii_em_fermentacao_liquida/li

nks/0c9605273f06fe7c73000000.pdf>.


http://repositorio.roca.utfpr.edu.br/jspui/bitstream/1/2172/1/PB_COQUI_2013_2_11.pdf
http://repositorio.roca.utfpr.edu.br/jspui/bitstream/1/2172/1/PB_COQUI_2013_2_11.pdf
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422016000901059&script=sci_abstract&tlng=pt
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422016000901059&script=sci_abstract&tlng=pt
https://www.redalyc.org/pdf/3052/305242980005.pdf

