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RESUMO

Os exopolissacarideos (EPS) microbianos sdo muito importantes devido as suas propriedades
funcionais, com utilidade nos mais diversos setores industriais. As leveduras vém ganhando
destaque na produgdo de EPS, devido as elevadas producdes e propriedades do seus EPS como
espessantes, floculantes, anticoagulantes, anticolesterolémicos, entre muitas outras aplicagdes.
Entretanto, os custos de producao ainda sdo elevados, tornando necessario o isolamento e
estudo de producdo de EPS por novas cepas isoladas do ambiente. O cacau apresenta uma
microbiota rica e variada, composta principalmente de leveduras, bactérias lacticas e bactérias
acéticas sendo, portanto, um bom substrato para bioprospec¢ao microbiana. O glicerol bruto,
por sua vez, sendo um subproduto da industria de biocombustiveis produzido em grande
quantidade, pode ser uma boa fonte de carbono para produgdo de EPS por leveduras com baixo
custo. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a producdo de EPS por 7 (sete) leveduras
isoladas do mel cacau usando glicerol bruto a 5% como substrato. Os isolados foram cultivados
em fermentagdo submersa, agitacao de 130 rpm e 25+2 °C durante 96h. Apds centrifugacao, a
biomassa foi separada do sobrenadante e utilizada para avaliagdo do crescimento celular por
espectrofotometria (D.O.600nm). Do sobrenadante, os EPS foram precipitados com etanol
absoluto em freezer durante 24 h e, em seguida, foi separado por centrifugagdo, seco em estufa
a 80 °C até atingir peso constante e a produgdo foi determinada por gravimetria. Dentre os
i1solados, duas leveduras se destacaram na produgdo de EPS, a LMCO07, com 1 g/L, e a LMCO02,
com cerca de 0,5 g/L. Os melhores crescimentos foram observados nos isolados LMCO07,
LMCO06 e LMCO02, com D.O. de 31,88, 24,68 ¢ 17,42, respectivamente. Esses resultados
demonstram um bom potencial desses isolados para producdo de EPS em glicerol bruto.
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1 INTRODUCAO

O mel do cacau ¢ descrito como um liquido levemente viscoso, amarelado e de sabor
adocicado obtido por meio da prensagem da polpa do cacau, sendo constituido de 10 a 18 % de
agucares, 0,77% a 1,52% de acidos nao volateis e 0,9% a 2,5% de pectina (DONATTI et al.,
2021; GUIRLANDA et al., 2021).

O interesse pelo mel do cacau vem crescendo na industria alimenticia, pois esse suco
vem sendo muito utilizado na produgdo de néctares e bebidas, entre outros produtos. Santos et
al. (2014) desenvolveram uma geleia dietética com mel do cacau que se mostrou bastante viavel
e com boas caracteristicas sensoriais e nutricionais. Leite et al. (2019) conseguiram utilizar com
sucesso 0 mel de cacau na producdo de um fermentado alcodlico com a levedura
Saccharomyces cerevisiae AWR1726.

Hé milénios o ser humano se utiliza das leveduras em processos fermentativos para
produgdo de alimentos e bebidas, existindo relatos historicos de bebidas fermentadas na China
em 7000 a.C. (MAFRA et al., 2006). Atualmente, as leveduras sao utilizadas nos mais diversos
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tipos de processos fermentativos, desde a producao de alimentos e bebidas at¢ medicamentos,
biocombustiveis, enzimas, pigmentos, entre muitos outros (CARVALHO et al., 2006). Isso se
deve a sua alta capacidade fermentativa, versatilidade metabolica, baixo risco de contaminagao
ambiental e baixa nocividade a saide humana (EL-GHWAS et al., 2021; HUY et al., 2022).

Dentre os produtos de interesse pelo mercado estdo também os polissacarideos,
biopolimeros que sdo atrativos para setores como farmacéutico, alimenticio e de cosméticos
devido as suas caracteristicas organolépticas e funcionais. Os polissacarideos sao polimeros de
carboidratos encontrados nos mais diversos organismos como plantas, animais e
microrganismos, sendo formados por monOomeros unidos por ligagdes o-glicosidicas e
caracterizam 90% dos carboidratos da natureza. Os polissacarideos microbianos sintetizados e
excretados para o meio extracelular sdo denominados exopolissacarideos (EPS), podendo ser
soluveis e insoluveis (YLDIZ; KARATAS, 2018; CHAISUWAN et al., 2020; RANA et al.,
2020).

Atualmente, os EPS produzidos por microrganismos estdo sendo considerados
substitutos potenciais para os polissacarideos de origem vegetal, uma vez que ¢ possivel
controlar as condi¢cdes ambientais para sua producao, sem depender dos fatores climaticos
naturais. Além disso, os EPS microbianos possuem caracteristicas fisico-quimicas consideradas
até superiores a gomas oriundas de fontes vegetais (ARANDA-SELVERIO et al., 2010).

Entretanto, o custo-beneficio da produgdo microbiana de EPS ainda ¢ desfavoravel e,
por isso, continua sendo importante isolar e estudar microrganismos de diferentes fontes
ambientais na tentativa de encontrar cepas com elevado potencial de producdo. Além disso,
como forma de reducdao de custos, o emprego de subprodutos agroindustriais pode ser
vantajoso. O glicerol, por exemplo, ¢ um subproduto adquirido pela producao de biodiesel
através do processo de transesterificacdo. O glicerol ¢ um tri-dlcool com 3 carbonos,
denominado 1,2,3-propatriol, que ndo possui cheiro nem cor e ¢ levemente viscoso, podendo
ser adquirido de fontes naturais ou petroquimicas, sendo comercialmente conhecido como
glicerina (BEATRIZ et al., 2011).

Todavia, durante o processo de transesterificacao ¢ obtido o glicerol bruto, que possui
diversas impurezas como sabao, alcoois, metanol, triacilglicerois, acidos graxos livres, sais,
¢ésteres e metais (KUMAR et al., 2019; ADAMES et al., 2021). A purificagao do glicerol bruto,
especialmente para produtores de biodiesel de pequeno e médio porte, ndo é economicamente
viavel. Por isso, ¢ importante desenvolver uma estratégia eficiente e economicamente viavel de
conversao do glicerol bruto em produtos com valor agregado (VIVEK et al., 2017; KUMAR et
al., 2019). Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar o uso do glicerol bruto
como substrato para producdo de EPS por leveduras isoladas do mel do cacau.

2 MATERIAL E METODOS
Microrganismos e condigdes de cultivo

Foram estudas 7 (sete) leveduras isoladas de amostras de mel do cacau adquiridas no
comeércio da cidade de Cruz das Almas, denominadas com os cddigos LMC (Leveduras do Mel
do Cacau): LMC02, LMC06, LMC07, LMCO08, LMC10, LMC13 e LMC16. Os isolados foram
incubados em Placas de Petri contendo meio Sabouraud Dextrose Agar e mantidos a 25+2 °C
por 48 horas.

Preparo dos meios de pré-inoculo, indculo e fermentagao

Apbs o crescimento em Placas de Petri, foram retiradas duas al¢adas de células,
transferidas para o meio de pré-inéculo e incubado a 25+2 °C por 24 horas. Em seguida, foram
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transferidos 10% do pré-indculo para o meio de indculo em frascos de Erlenmeyer de 125 ml
contendo 25 mL de meio, onde a glicose foi substituida pelo glicerol a 5%, e incubados em
agitacdo de 130 rpm e 25 °C=£2 °C por 24 horas (Tabela 1).

Para estudar a biossintese de EPS foram transferidos 10% do inéculo para frascos de
Erlenmeyer de 125 ml contendo 25 ml de meio de fermentagdo com glicerol bruto a 5% (Tabela
1). Os frascos foram incubados a 130 rpm e 25 °C por 96 horas. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

Tabela 1: Composicdo dos meios de cultura para produ¢do de EPS pelas leveduras
isoladas do mel do cacau.

Composicao (%) Pré-inoculo Indculo e
Fermentacao

(NH4)2504 0,1 0,2
KH2PO4 0,05 0,1

MgS0O4 x 7TH20 0,025 0,05

CaCl2 0,005 0,01

NaCl 0,005 0,01
Extrato de levedura 0,05 0,1
Glicose 5 -
Glicerol bruto - 5

Determinacao do crescimento celular

ApoOs 96 horas de fermentacao, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm/ 10 °C por
20 minutos para a separa¢gdo da biomassa e do sobrenadante. A biomassa foi ressuspensa em
agua destilada para determinacao do crescimento celular por densidade 6tica a 600 nm.

Determinacao do teor de exopolissacarideos (EPS)

Ao sobrenadante foram adicionados 25 ml de etanol absoluto (mesmo volume do meio
de fermentag¢do) e mantidos no freezer por 24 horas para separagdo dos EPS na forma de
precipitados. Em seguida, foi feita a centrifugacdo a 5000 rpm e 10 °C/ 20 minutos para
separacdo do precipitado. A producdo dos EPS foi determinada por diferenga de peso apos
secagem em estufa a 80 °C até obten¢do do peso constante. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O glicerol bruto nao foi um bom substrato para a producao de EPS para a maioria dos
isolados, ficando abaixo de 0,4 g/L. Entretanto, dentre os 7 isolados estudados, a levedura

LMCO07 apresentou uma boa producdo, com cerca de 1,0 g/L, seguida por LMCO02, com
producdo de, aproximadamente, 0,5 g/L de EPS (Figura 1).
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Figura 1: Producdo de EPS (g/L) e crescimento celular (D.0.600 nm) apos 96 h de
cultivo em glicerol 5%, por leveduras isoladas o mel do cacau.

O isolado LMCO07 também foi o que mais cresceu no meio contendo glicerol bruto a
5%, apresentando D.O. de 31,88, seguido dos isolados LMC06 ¢ LMCO02 com D.O. de 24,68 ¢
17,42, respectivamente (Figura 1). O isolado LMCO07 apresentou, como caracteristicas
morfologicas, colonias de cor vermelha, bastante mucosas, o que caracteriza a presenga de EPS.
A cor avermelha pode indicar a presenga de pigmentos carotenoides, entretanto, o EPS
produzido por esta cepa apresentou cor branca, o que ¢ um indicativo de que o pigmento ¢ uma
caracteristica apenas da colonia.

Além da levedura LMCO07, para os isolados LMC02, LMC13 e LMCI16 a produgdo de
EPS acompanhou o crescimento celular, entretanto, para os isolados LMC06, LMC08 e LMC10
o crescimento celular foi inversamente proporcional a produgdo de EPS. Os exopolissacarideos
sdo metabdlitos secundarios, ou seja, ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia do
microrganismo, sendo produzidos em condi¢gdes de estresse para protecao celular, portanto,
condicdes favoraveis para o crescimento celular sdo, muitas vezes, desfavordveis para a sua
sintese. O mesmo comportamento foi descrito para a levedura Cryptococcus laurentii SD7 em
melaco de cana-de-agtcar, cujo crescimento celular atingiu a fase estacionaria em 48 h, mas a
producao de EPS continuou se elevando até 168 h (SILVA et al., 2022).

O teor de EPS obtido pelo isolado LMCO07 foi bastante expressivo quando comparado
com a producdo por outras leveduras. Para Candida famata o glicerol também foi uma boa
fonte de carbono, com producdo de 1,2 g/ L de EPS apo6s 96 h. Para C. guilliermondii,
entretanto, nao foi um bom substrato, produzindo apenas 0,76 g/L no mesmo periodo de tempo,
0 que representa apenas 25% da producdo obtida com maltose (GIENTKA et al., 2016).
Ragavan et al. (2019) relataram que a levedura Lipomyces starkevi VIT-MNO3 produziu
4,87g/L de EPS, mas em condi¢des otimizadas e utilizando de sacarose 2% como fonte de
carbono. Yildiran el al. (2019) descreveram a producao de 2,6 g/L de EPS levedura Rhodotorula
glutinins utilizando 0,1% de glucose. Entretanto, nesses trabalhos houve otimizacdo das
condigdes de cultivo, onde temperatura, pH, sais e, at¢ mesmo, as fontes de carbono foram
colocadas na proporcdo ideal para a sintese de EPS. Além disso, o glicerol ¢ um substrato
metabolicamente mais pobre do que agticares como sacarose e glicose, indicando que o isolado
LMCO07 tem bom potencial para produgado de EPS.

O glicerol bruto ¢ uma fonte alternativa e de baixo custo para a producao de EPS, pois
trata-se de um coproduto da produgdo de biocombustiveis. E um material produzido em larga
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escala, uma vez que 10% da producdo de biocombustiveis corresponde ao glicerol bruto,
gerando grandes estoques deste material. Estima-se que em 2021 foram produzidas quase 700
mil toneladas de glicerol bruto, sendo que apenas metade desta producao foi destinada a
exportacdo (EPE, 2022). Utilizar o glicerol bruto para processos fermentativos, além de evitar
que seja descartado de forma inadequada no meio ambiente, pode agregar valor a este
subproduto, fechando o ciclo da economia circular.

4 CONCLUSAO

O glicerol bruto mostrou-se um bom substrato para a produgao de EPS por dois isolados
de leveduras do mel do cacau, especialmente considerando-se que se trata de um subproduto
do agronegocio, e ndo sofreu nenhum processo de purificagdo prévia. Das sete leveduras
estudadas, quatro apresentaram bom crescimento, mostrando que o glicerol forneceu energia
suficiente para o metabolismo celular e crescimento microbiano dessas cepas.
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