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RESUMO 

 

Os exopolissacarideos (EPS) são biopolímeros extracelulares produzidos por 
microrganismos e que se encontram ligados à parede celular ou excretados no meio 
extracelular em forma de muco, podendo ser percebidos pelo aumento da viscosidade 
do meio de cultivo. Os EPS possuem aplicações na indústria farmacêutica, cosmética, 
alimentícia, entre outras, devido às suas propriedades físico-químicas. Entretanto, o 
elevado custo de produção dos EPS tem levado a pesquisas com a utilização de 
substratos alternativos, especialmente renováveis e de origem agroindustrial. Desta 
forma, este trabalho teve como objetivo estudar a produção de EPS pela levedura 
Cryptococcus laurentii SD7 utilizando subprodutos agroindustriais. Para isso, foram 
realizados ensaios fermentativos utilizando o delineamento composto central rotacional 
(DCCR) 23 para otimizar o processo de produção do EPS em diferentes concentrações 
de melaço de cana-de-açúcar e milhocina, com variação do pH, durante 48 horas. Após 
isso, foram realizados ensaios fermentativos para a análise da produção de EPS, 
crescimento celular e variação do pH do meio nos tempos de 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 
144 e 168 horas. De acordo com os resultados, a maior produção de EPS ocorreu no pH 
inicial de 5 e concentração de melaço de cana-de-açúcar 8,4%, sendo estas as variáveis 
estatisticamente significativas ao nível de 10% de significância. A concentração de 
milhocina não apresentou influência na faixa estudada, sendo possível utilizar a menor 
concentração (0,3%). Embora o crescimento celular tenha atingido o seu máximo em 48 
horas, a maior produção de EPS (6,61 g/L) ocorreu no tempo de 168 horas, com uma 
produtividade de cerca de 0,04 g/ L/h e o pH do meio permaneceu aproximadamente 
constante ao longo do processo fermentativo. Assim, podemos concluir que a levedura 
apresentou elevada produção de EPS e a utilização do melaço de cana-de-açúcar e da 
milhocina como substratos se mostrou bastante promissora 
 

Palavras chave: Carboidratos, fungos, melaço de cana-de-açucar, milhocina. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Silva, Adriele do Amor Divino, Federal University of the Recôncavo of Bahia, February 

2019, PRODUCTION OF EXOPOLYSACCHARIDES BY YEAST Cryptococcus 

laurentii SD7 USING AGROINDUSTRIAL BYPRODUCTS, Advisor: Profª. Drª. 

Márcia Luciana Cazetta 

 

ABSTRACT 

 

Exopolysaccharides (EPS) are extracellular biopolymers produced by microorganisms 
that are bound to the cell wall or excreted in the form of mucus extracellular medium 
and can be perceived by increasing the viscosity of the culture medium. EPS has 
applications in the pharmaceutical, cosmetics, food industry, among others, due to its 
physicochemical properties. However, the high cost of production of EPS has led to 
research using alternative substrates, especially renewable and agroindustrial. In this 
way, this work had as objective to study the production of EPS by yeast Cryptococcus 

laurentii SD7 using agroindustrial byproducts. For this, fermentation tests were carried 
out using the rotational central composite (DCCR) 23 design to optimize the EPS 
production process in different concentrations of sugarcane molasses and corn steep 
liquor, with pH variation, for 48 hours. After that, fermentation assays were performed 
for EPS, cell growth and pH variation of the medium at 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 
and 168 hours. According to the results, the highest EPS production occurred at the 
initial pH of 5 and sugarcane molasses concentration 8.4%, with the variables being 
statistically significant at the 10% level of significance. The corn steep liquor 
concentration had no influence on the studied range, and it was possible to use the 
lowest concentration (0.3%). Although cell growth reached its maximum in 48 hours, 
the highest production of EPS (6.61 g / L) occurred in the time of 168 hours, with a 
yield of about 0.04 g / L / h and pH of the medium remained constant throughout the 
fermentation process. Thus, we can conclude that the yeast presented high EPS 
production and the use of sugarcane molasses and corn steep liquor as substrates proved 
to be very promising 
 

Key words: Carbohydrates, fungi, sugarcane molasses, corn steep liquor 
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1.0 INTRODUÇÃO 
 

Os polissacarídeos são polímeros de açucares produzidos por animais, plantas, 

algas marinhas e microrganismos (SILVA et al., 2006; ÖZCAN; ÖNER, 2015). No 

entanto, a produção, em escala industrial, por plantas e algas ainda apresenta algumas 

dificuldades, tendo em vista que estes organismos estão expostos a alterações climáticas, 

contaminação ambiental e problemas na colheita que dificultam muito o processo de 

obtenção dos polissacarídeos (DONOT et al., 2012; ÖZCAN; ÖNER, 2015). Em 

contrapartida, a produção por microrganismos não está exposta a estes problemas, uma 

vez que, eles podem ser facilmente cultivados em laboratório. Além disso, seu ciclo de 

vida permite a obtenção de tais moléculas em um período de apenas alguns dias (SILVA 

et al., 2006; ÖZCAN; ÖNER, 2015). 

Os polissacarídeos sintetizados pelos microrganismos podem ser encontrados no 

citoplasma celular, sendo utilizados como reserva energética; na parede celular sendo 

um dos componentes responsáveis pela morfologia da célula; e podem ser secretados no 

meio extracelular, sendo denominados exopolissacarídeos ou Extracellular Polymeric 

Substances (EPS) (KUMAR et al., 2007). Os EPS podem estar ligados a célula 

formando uma cápsula ou podem ser secretados no meio extracelular em forma de limos, 

sendo percebidos pela viscosidade do meio fermentativo (KUMAR et al., 2007). 

Embora não sejam essenciais para a sobrevivência, os EPS fornecem aos 

microrganismos proteção contra fagocitose, estresse osmótico, dessecação, favorecem a 

formação de biofilmes e muitos estão associados à virulência, como é caso de bactérias 

do gênero Pseudomonas e Xanthomonas, as quais vêm sendo descritas como causadoras 

de patogenicidade em plantas, sob a condição de produção de EPS (DENNY, 1995; 

PRASANNATH, 2013). Dessa forma, podem ser consideradas moléculas que são 

sintetizadas frente alguma condição adversa do meio (KUMAR et al., 2007; GIENTKA 

et al., 2015). 

Muitas são as pesquisas que visam a produção de EPS em escala industrial, tendo 

em vista suas diversas aplicações nos setores industriais, farmacêuticos e na área médica 

(PAVLOVA et al., 2011; GIENTKA et al, 2015; ZHOU et al, 2016; SARDARI et al, 

2017). No entanto, o custo-benefício desses bioprocessos ainda se constitui um 

problema, uma vez que alguns microrganismos não produzem EPS em quantidades 

satisfatórias e as fontes de carbono tradicionais utilizadas, como glicose e sacarose, 
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apresentam custo elevado (RUIZ et al., 2015). Em função disso, têm surgido diversas 

pesquisas que visam à utilização de substratos agroindustriais para a produção de 

biomoléculas de interesse como os EPS (SANTOS et al., 2012; RUIZ et al., 2015; 

SANTOS et al., 2018). A utilização desses substratos se apresenta uma alternativa 

sustentável, uma vez que, além de agregar valor a subprodutos agroindustriais que 

muitas vezes são descartados, pode reduzir os problemas de contaminação ambiental 

(SANTOS et al., 2012; RUIZ et al., 2015). 

O melaço de cana-de-açucar e a milhocina são substratos agroindustriais que 

apresentam potencial para serem utilizados nestes bioprocessos, pois contém em sua 

composição açucares, vitaminas, minerais e aminoácidos que podem substituir 

perfeitamente a utilização das fontes convencionais (REBELATO et al., 2013; 

SAXENA; TANNER, 2012). 

2.0 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Polissacarídeos e exopolissacarideos 

Os polissacarídeos são biomoléculas de cadeias longas (compostas por mais de 

dez unidades de monômeros) e que podem ser encontradas em muitos organismos 

(SILVA et al., 2006; HUSSAIN et al., 2017). Esses biopolímeros de açúcares são 

formados por várias unidades de monossacarídeos, que se unem por meio vários tipos de 

ligações glicosídicas (SILVA et al., 2006; HUSSAIN et al., 2017). Eles podem ser 

classificados em heteropolissacarideos, quando são compostos de unidades distintas de 

monômeros, ou homopolissacarideos quando apresentam um único tipo de monômero 

em sua constituição (SILVA et al., 2006; DONOT et al., 2012). Os polissacarídeos 

diferenciam-se entre si devido as variações nos tipos de ligações entre os 

monossacarídeos, no comprimento da cadeia, na ramificação e nos tipos de 

monossacarídeos que os compõe (SILVA et al., 2006; HUSSAIN et al., 2017). 

 Alguns polissacarídeos podem ser obtidos a partir de algas marinhas, plantas e 

microrganismos, no entanto, a produção por meio de algas e plantas em grande escala é 

um processo lento e que pode ser dificultado por alguns fatores como, por exemplo, 

condições climáticas e o tempo de desenvolvimento (DONOT et al., 2012; ÖZCAN; 

ÖNER, 2015). Em contrapartida, a produção de polissacarídeos por microrganismos é 

muito desejada porque as condições químicas e físicas dos processos fermentativos, 

necessários à síntese dessas biomoléculas microbianas, podem ser controladas em 
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laboratório de acordo com a exigência de cada microrganismo e a produção é alcançada 

entre dias a semanas, graças ao seu ciclo de vida curto (SILVA et al., 2006; ÖZCAN; 

ÖNER, 2015). 

Os biopolímeros produzidos por microrganismos podem ser 

classificados em intracelulares, que são aqueles que estão localizados no citosol e 

desempenham as mais variadas funções dentro da célula; os polissacarídeos estruturais 

são aqueles presentes na parede celular, fazendo parte da estrutura da célula; e aqueles 

extracelulares, também chamados de exopolissacarideos (EPS). Estes últimos podem 

estar ligados firmemente à superfície da célula microbiana, sendo denominados como 

cápsula, ou podem ser totalmente excretados no meio extracelular sendo percebidos pelo 

aumento da viscosidade do meio (BARBOSA et al., 2004; DONOT et al., 2012). Os 

EPS oferecem para a célula microbiana proteção contra fagocitose por protozoários, 

dessecação, proteção contra estresse osmótico, seletividade à difusão de nutrientes para 

o interior ou exterior da célula e, ainda, proteção contra alguns antibióticos (KUMAR et 

al., 2007; ÖZCAN; ÖNER, 2015). Alguns trabalhos classificam os EPS como 

metabolitos secundários, uma vez que estes não são considerados essenciais às funções 

básicas de uma célula, como o crescimento (GIENTKA et al., 2015). O grande interesse 

acerca da otimização da produção microbiana de EPS vem crescendo a cada dia devido 

às suas diversas aplicações em diferentes setores industriais, pois os EPS podem ser 

utilizados como emulsificantes, espessantes, estabilizantes e geleificantes na indústria de 

alimentos e, no setor farmacêutico, são descritas propriedade antitumorais, 

anticolesterolêmicas e anticoagulantes de muitos EPS microbianos (PAVLOVA et al., 

2011; GIENTKA et al, 2015; ZHOU et al, 2016; SARDARI et al, 2017). 

O primeiro exopolissacarídeo microbiano produzido comercialmente foi a 

dextrana, produzido pela bactéria Leuconostoc mesenteroides (KUMAR et al, 2007). 

Atualmente, dezenas de EPS microbianos são comercializados como a gelana, 

cardulana, com destaque para a xantana (Figura 1), produzido especialmente por 

Xanthomonas campestris (KUMAR et al., 2007; FREITAS et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 



4 
 

 

Figura 1: Estrutura molecular da molécula de xantana (MORRIS; HARDING, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A rota de biossíntese dos EPS varia de acordo com a fonte de carbono fornecida, 

bem como com o tipo microrganismo, podendo ser produzido por bactérias e fungos 

(NOUHA et al., 2017). No entanto, as etapas básicas similares para todos os 

microrganismos envolvem assimilação e conversão dos açúcares em precursores para a 

síntese de EPS, a polimerização dos precursores e a transferência destes polímeros até a 

membrana plasmática para posterior secreção (Figura 2). Todo esse processo é 

coordenado por uma série de enzimas (NOUHA et al., 2017). 

Figura 2: Via metabólica da síntese de EPS por Lactococcus sp. (LOOIJESTEIJN et al., 

1999). 
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2.2 Microrganismos produtores de EPS 

 

Os primeiros microrganismos a serem estudados como produtores de EPS foram 

as bactérias, e, entre elas, as que apresentam maior potencial para produção, de acordo 

com a literatura, são Agrobacterium sp., Alcaligenes faecalis, Xanthomonas campestres, 

Bacillus sp., Zymonas mobilis (DONOT et al., 2012). Posteriormente começaram os 

estudos com fungos filamentosos e, atualmente, a literatura descreve Aureobasidium 

pullulans como sendo uma espécie bastante promissora para a obtenção destas 

biomoléculas (BARBOSA et al., 2004; RAVELLA et al., 2010). 

Os estudos utilizando leveduras para a produção de EPS ainda são relativamente 

poucos quando comparados com os estudos que utilizam bactérias ou fungos 

filamentosos. No entanto, alguns trabalhos já mostram que algumas leveduras como as 

dos gêneros Cryptococcus, Hansenula, Rhodotorula, Lipomyces, Bullera, 

Aureobasidium e Sporobolomyces apresentam um elevado e promissor potencial para 

essa produção (PAVLOVA et al., 2004; PAVLOVA et al., 2011). . 

Cryptococcus laurentii é uma espécie de levedura que vem sendo descrita como 

produtora de EPS, e, isso pode ser facilmente observado devido à presença de cápsulas 

ao redor da célula, conferindo-lhe a característica de viscosidade (CAPEK et al, 2008; 

PAVLOVA et al., 2011; SMIRNOU et al., 2014). O EPS produzido pela levedura C. 

laurentii foi caracterizado por Pavlova et al. (2011) e apresentou em sua composição 

cerca de 79,1% de carboidrato, 11,7% de proteína e 9,2 % de cinzas. A porção glicídica 

do EPS apresentou os monossacarídeos arabinose, manose, glicose, galactose e ramnose, 

quando foi fornecida como fonte de carbono a sacarose. No entanto, alguns outros 

trabalhos com esta mesma espécie mostraram que, a composição do EPS pode variar de 

acordo com a fonte de carbono fornecida, podendo, por exemplo, haver a presença de 

ácido glicurônico (SMIRNOU et al., 2014). 

A composição dos EPS produzidos por fungos filamentosos e por bactérias é 

muito semelhante aos produzidos pelas leveduras e parece estar mais relacionada com a 

fonte de carbono fornecida (ZHOU et al., 2016; MOGHANNEM et al., 2018). 



6 
 

2.3 Principais fatores que influenciam a produção de EPS em leveduras 

2.3.1 Fonte de carbono 

A fonte de carbono é utilizada pelos microrganismos para gerar energia para seu 

crescimento por meio da quebra das ligações de carbono nas moléculas e, além disso, 

durante o processo fermentativo os microrganismos também podem utilizar as fontes de 

carbono disponíveis como precursores para a síntese de biomoléculas como os EPS 

(BARBOSA et al., 2004). 

Além disso, deve-se ressaltar que a fonte de carbono que é fornecida está 

diretamente relacionada com a composição monossacarídica do EPS produzido 

(CUNHA et al., 2008). 

Para as leveduras, algumas pesquisas vêm sendo realizadas com o objetivo de 

encontrar fontes de carbono mais eficientes para a produção dos EPS. Entre as fontes de 

carbono mais utilizadas, geralmente, as que se destacam são glicose e sacarose 

(PAVLOVA et al., 2009; GIENTKA et al., 2016). Além disso, a concentração da fonte 

de carbono é outro fator que tem grande influência nos rendimentos de EPS (HEREHER 

et al., 2018). No entanto, a maioria dos trabalhos para leveduras já iniciam com 

concentrações fixas de fonte de carbono, que variam entre 4,0 a 5,0 % (PAVLOVA et 

al., 2009; GIENTKA et al., 2016). 

2.3.2 Fonte de nitrogênio. 

As fontes de nitrogênio orgânicas mais descritas na literatura para o processo de 

produção de EPS são o extrato de levedura e a peptona e a inorgânica é o sulfato de 

amônio (CHO et al., 2001; BARBOSA et al., 2004; SONG et al., 2013). Alguns 

trabalhos têm mostrado que condições limitantes de fonte de nitrogênio no meio de 

cultivo estimulam a produção do EPS e, em contrapartida, quando presente em grande 

quantidade, pode reduzir muito a produção do mesmo (CHO et al., 2001; BARBOSA et 

al., 2004). Cho et al. (2001) demostraram nos resultados obtidos, que, quando a relação 

C:N era superior a 15 a produção de EPS rapidamente decrescia e era produzido em 

grande quantidade um lipídeo extracelular. Esses mesmos autores sugeriram que isso 

ocorre pois, provavelmente, relações mais altas de C:N alteram as vias metabólicas para 

a síntese de lipídeos reduzindo assim a síntese de EPS. 
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2.3.4 Microelementos  

Os microelementos são sais inorgânicos utilizados em pequena quantidade 

devido à manutenção osmótica intracelular. Alguns desses elementos têm papel 

fundamental em bioprocessos, uma vez que podem atuar como cofatores enzimáticos ou 

fazem parte da composição de algumas moléculas (SEVIOR et al., 1992; BARBOSA et 

al., 2004). Entre as fontes mais utilizadas podemos citar o sulfato de magnésio e o 

cloreto de sódio (SEVIOR et al., 1992; BARBOSA et al., 2004). 

2.3.5 Agitação 

A produção de EPS em meio de cultivo submerso reflete, geralmente, um 

aumento da viscosidade do meio ao longo do tempo, que se deve às características 

reológicas destas biomoléculas (BARBOSA et al., 2004). Este fator implica na 

dificuldade de distribuição de oxigênio e nutrientes ali presentes. Desta forma a agitação 

tem um papel muito importante, uma vez que a mesma facilita a distribuição, para as 

células, de tais componentes no meio. A maioria dos trabalhos descritos na literatura 

utilizam rotações que variam entre 200 a 250 rpm (GIENTKA et al., 2016; PAVLOVA 

et al., 2011). Alguns autores sugerem que com o aumento de rotações por minuto (rpm) 

a produção de EPS aumenta significativamente, desde que a quantidade de oxigênio 

dissolvida seja controlada (BARBOSA et al., 2004).  

2.3.6 Temperatura e pH 

A temperatura é um dos fatores físicos mais importantes na produção do EPS, 

uma vez que irá influenciar na atividade das enzimas que participam desse processo. 

Segundo Kumar et al. (2007) as melhores temperaturas para a produção de EPS 

geralmente são temperaturas de incubação abaixo daquela ideal para o crescimento 

celular. Sutherland (1972) propôs um mecanismo que explica que uma diminuição na 

temperatura provoca uma redução do crescimento microbiano e, com isso, mais 

precursores são direcionados para a produção de EPS ao invés de serem direcionados 

para o crescimento celular. 

Segundo Fang et al. (2002) o pH inicial pode afetar a morfologia da célula, a 

solubilidade dos sais presentes no meio de cultura e a atividade das enzimas do 

microrganismo estudado, afetando, indiretamente a síntese do metabólito. Assim o pH 

ótimo para o crescimento é também aquele mais adequado para a produção do EPS 

(KUMAR et al., 2007). 
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2.4 Substratos agroindustriais para produção de EPS 

O Brasil apresenta uma economia fortemente atrelada à agricultura e 

agropecuária e, como resultado disso, é gerado também uma grande quantidade de 

resíduos, sólidos ou líquidos (BERNARDES et al., 2014). Esses resíduos podem ser 

classificados de duas formas distintas: aqueles que são gerados no momento do 

consumo, como é o caso de frutas e verduras, e que estão distribuídos entre os centros 

urbanos e os resíduos agroindústrias, gerados no momento do processamento da matéria-

prima, sendo que estes últimos resultam em volumes muito grandes de biomassa 

(WOICIECHOWSKI et al., 2013). Logo, esses resíduos podem acabar sendo 

depositados no meio ambiente causando diversos problemas no próprio local onde é 

depositado e em outras localidades, uma vez que, com a chuva, acabam sofrendo 

lixiviação e terminam por poluir, além dos solos, os corpos hídricos (PANDEY et al., 

2000). 

Tanto os resíduos orgânicos quanto os inorgânicos são considerados poluidores, 

já que tudo que é incorporado ao solo ou corpos hídricos, e que não são comuns a eles 

(em termos de qualidade ou quantidade), possuem a capacidade de alterar 

significativamente a estrutura física e química desses ambientes, o que pode afetar todo 

o ecossistema (WOICIECHOWSKI et al., 2013). 

Entretanto, os resíduos agroindustriais são considerados uma ótima fonte de 

carbono, nitrogênio, minerais e vitaminas e, por apresentarem esta propriedade, podem 

ser empregados em bioprocessos para a obtenção de biomoléculas de interesse 

biotecnológico e industrial (ZIHARE et al., 2018). Além disso, pelo fato de possuírem 

baixo valor econômico, podem ser uma alternativa de menor custo aos substratos 

tradicionais (BERNARDES et al., 2014). Ao mesmo tempo, o direcionamento para estes 

bioprocessos reduz a deposição de tais compostos no meio ambiente, o que contribui 

muito para a diminuição de problemas de contaminação ambiental (PANDEY et al., 

2000). No entanto, apesar de apresentar diversas vantagens, a utilização de tais resíduos 

apresenta a desvantagem de apresentar baixa padronização da sua composição. Isso 

ocorre devido às flutuações climáticas e as condições de cultivo que geram variação na 

composição dos produtos agrícolas, a partir das quais estes resíduos são gerados. Para 

alguns destes resíduos que são gerados de forma concentrada existem diversos 

direcionamentos que os tornam valoráveis. Assim, eles passam a ser encarados como 

subprodutos (WOICIECHOWSKI et al., 2013). 
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2.4.1 Melaço de cana-de-açúcar 

O melaço de cana-de-açúcar, um líquido viscoso e escuro, é um subproduto 

gerado durante o processo de cristalização do açúcar (SOUKOULIS; TZIA, 2018).  

Estima-se que a cada ano são geradas toneladas de melaço e este por sua vez possui um 

elevado potencial para a aplicação em bioprocessos, uma vez que, possui em sua 

composição açúcares, nitrogênio, vitaminas e minerais (Tabela 1), capazes de fornecer 

um ambiente propício para os microrganismos sintetizarem biomoléculas de interesse 

industrial (LI et al., 2015; XU et al., 2015). Além disso, o melaço de cana-de-açúcar 

pode ser empregado como substrato em bioprocessos que exigem a manutenção de pH 

do meio de cultivo, uma vez que os aminoácidos presentes em sua composição 

apresentam efeito tamponante (DUMBREPATIL et al., 2008). 

 

Tabela 1: Composição química do melaço de cana-de-açúcar 

Composição Concentração (%) 

Nitrogênio 0,58 p/v 

Fosforo  0,015 p/v 

Potássio 1,63 p/v 

Umidade 9,10 p/p 

Cinzas 9,98 p/p 

Glicídios redutores em glicose 14,72 p/p 

Glicídios não redutores em sacarose 33,78 p/p 

      Fonte: Feltrin et al. (2000) 

Na literatura, o melaço é descrito como substrato para produção de diversas 

substâncias como o ácido lático ou ácido succínico, etanol, entre outros (DUBREPATIL 

et al., 2008; XU; XU, 2014; XU et al., 2015). Porém, existem poucos trabalhos que 

descrevem o emprego deste subproduto para a produção de EPS por leveduras 

(GRIGOROVA et al., 1999; SIRAJUNIZA et al., 2012). 

2.4.2 Milhocina  

A milhocina é um líquido viscoso, subproduto proveniente do processamento do 

milho, e que possui em sua composição grande porcentagem de proteína, entre outros 

componentes (Tabela 2), atuando como uma ótima fonte de nitrogênio que pode ser 

utilizada pelos microrganismos em bioprocessos (SAXENA; TANNER, 2013). A 

utilização da milhocina vem sendo bastante empregada em processos fermentativos 
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devido ao seu baixo custo, quando comparada a fontes convencionais de nitrogênio 

como o extrato de levedura e peptona. No entanto a sua utilização em processos de 

produção de EPS ainda é pouco descrita na literatura (SHARMA et al., 2013).  

 

Tabela 2: Composição quimica da milhocina 

Componentes Concentração (%) 

Matéria seca  50 

Proteína  40 

Cinzas  10 

Extrato de nitrogênio  16 

Ácido lático  21 

pH 3.7 

     Fonte: Mirza; Mushtaq (2006) 

 

Desta forma, pesquisas que visem a bioprospecção de microrganismos 

produtores de EPS, bem como a utilização de subprodutos de origem agroindustrial, para 

a otimização deste processo, pode ser uma alternativa altamente sustentável e válida para 

alcançar a produção destas biomoléculas, em escala industrial (XU et al., 2015). 

3.0 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Produzir exopolissacarideos por Cryptococcus laurentii SD7 utilizando 

subprodutos agroindustriais. 

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar como a variação de algumas condições de cultivo afetam a produção de 

EPS (concentrações de melaço de cana-de-açúcar e milhocina em diferentes 

valores de pH). 

• Determinar o melhor tempo de cultivo na produção do EPS. 

• Determinar crescimento celular. 

• Analisar o comportamento do pH do meio durante a fermentação. 

• Analisar os resultados obtidos através de programas estatísticos. 
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4.0 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Delineamento Composto Central Rotacional 23 (DCCR 23) (RODRIGUES; 

IEMMA, 2009). 

4.1.1 Microrganismo  

Foi utilizada a levedura identificada como Cryptococcus laurentii SD7, que se 

encontra depositada no acervo do Laboratório de Bioquímica da UFRB.  

4.1.2 Preparo do inóculo 

O isolado foi incubado em placas de Petri contendo meio Ágar Dextrose 

Sabouraud e mantido a 28 ºC ± 2 ºC por 48 horas. Em seguida, foram retiradas duas 

alçadas de colônias e adicionadas ao meio composto por (%): 0,2 de (NH4)2SO4; 0,1 de 

KH2PO4; 0,05 de MgSO4.7H2O; 0,01 de CaCl2; 0,01 de NaCl; 0,1 de extrato de levedura 

e melaço de cana-de- açúcar a 5%. O inóculo foi incubado em frascos de Erlenmeyer de 

125 mL com o volume final de 20 mL em agitação de 250 rpm e 25±2 ºC por 24 horas. 

4.1.3 Condições para a fermentação 

A produção de EPS foi realizada por meio do estudo de diferentes condições de 

cultivo, em fermentação submersa. Para isto foram utilizados 22,5 mL de meio de 

cultivo composto de (%): KH2PO4 0,1; MgSO4.7H2O 0,05; CaCl2 0,01; NaCl 0,01, 

acrescido de 2,5 mL do inóculo, totalizando um volume final de 25 mL, durante 48 horas 

e em 25±2 ºC com agitação de 250 rpm. Os ensaios fermentativos ocorreram em frascos 

de Erlenmeyer de 125 mL de acordo com a matriz de Delineamento Composto Central 

Rotacional 23 (DCCR) conforme descrito por Rodrigues e Iemma (2009), e as variáveis 

estudadas foram a concentração de melaço (3 a 7 %), pH (3 a 7) e milhocina (0,3 a 0,7 

%), resultando em 17 ensaios (Tabelas 3 e 4).  

Tabela 3: Delineamento Composto Central Rotacional 23 para produção do EPS 
utilizando melaço de cana-de-açúcar, pH e milhocina como variáveis, em fermentação 
submersa  

 Variáveis codificadas 

 -1,68 -1 0 1 1,68 

X1 - Melaço (%) 1,6 3 5 7 8,4 

X2 – pH 1,6 3 5 7 8,4 

X3 - Milhocina (%) 0,16 0,3 0,5 0,7 0,84 
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Tabela 4: Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 23 com as 
variáveis codificadas e decodificadas para produção do EPS utilizando melaço de 
cana-de-açúcar, pH e milhocina como variáveis, em fermentação submersa  

Ensaios X1 X2 X3 

Melaço 

(%) pH 

Milhocina 

(%) 

1 -1 -1 -1 3 3 0,3 

2 1 -1 -1 7 3 0,3 

3 -1 1 -1 3 7 0,3 

4 1 1 -1 7 7 0,3 

5 -1 -1 1 3 3 0,7 

6 1 -1 1 7 3 0,7 

7 -1 1 1 3 7 0,7 

8 1 1 1 7 7 0,7 

9 -1,68 0 0 1,6 5 0,5 

10 1,68 0 0 8,4 5 0,5 

11 0 -1,68 0 5 1,6 0,5 

12 0 1,68 0 5 8,4 0,5 

13 0 0 -1,68 5 5 0,16 

14 0 0 1,68 5 5 0,84 

15 0 0 0 5 5 0,5 

16 0 0 0 5 5 0,5 

17 0 0 0 5 5 0,5 

4.1.4 Determinação do teor de EPS 

 Após 48 horas, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 20 minutos e a 4 

ºC para a separação da biomassa e do sobrenadante contendo o EPS. Ao sobrenadante 

foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto e mantidos a - 4 ºC por 24 horas. Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm e 4 ºC por 20 minutos para 

separação do precipitado. Forminhas previamente pesadas foram levadas a estufa a 80 ºC 

contendo o EPS. Posteriormente foi realizada a pesagem para a determinação da 

produção de EPS em g/L por diferença de massa.  

4.1.5 Análise dos resultados  

Os resultados foram analisados por meio do programa Statistica 7, com o 

objetivo de avaliar quais as variáveis estudadas no processo de otimização foram 
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estatisticamente significativas na produção de EPS. 

4.2 Validação 

Após a determinação das variáveis significativas, o meio otimizado para a 

produção de EPS foi estabelecido variando-se apenas o melaço de cana-de-açucar. Para 

isso foi realizada a fermentação submersa da seguinte forma: O isolado foi incubado em 

placas de Petri contendo meio Ágar Dextrose Sabouraud e mantido a 28 ºC ± 2 ºC por 48 

horas. Em seguida, foram retiradas duas alçadas das colônias e adicionadas ao meio 

composto por (%): 0,2 de (NH4)2SO4; 0,1 de KH2PO4; 0,05 de MgSO4.7H2O; 0,01 de 

CaCl2; 0,01 de NaCl; 0,1 de extrato de levedura e 5 de melaço de cana-de-açúcar. O 

inóculo foi incubado em frascos de Erlenmeyer de 125 mL com o volume final de 20 mL 

em agitação de 250 rpm e 25±2 ºC por 24 horas.  Em seguida 2,5 mL do inóculo foram 

adicionados a 22,5 mL do meio contendo (%): KH2PO4 0,1; MgSO4.7H2O 0,05; CaCl2 

0,01; NaCl 0,01; milhocina 0,3. O pH do meio foi ajustado para 5 e a concentração de 

melaço de cana-de-açúcar variou nas porcentagens de 9, 10, 11 e 12%. A fermentação 

durou 48 horas, a 25±2 ºC e todos os ensaios foram realizados em triplicata. O processo 

de recuperação e quantificação do EPS, bem como a análise dos dados, foi semelhante 

ao processo anteriormente descrito nos itens 4.1.4 e 4.1.5. 

4.3 Análise da influência de diferentes tempos de cultivo 

4.3.1 Microrganismo  

Após a definição do meio de cultivo, a levedura Cryptococcus laurentii SD7 foi 

incubada em placas de Petri contendo meio Ágar Dextrose Sabouraud e mantida a 25 ºC 

± 2 ºC por 48 horas. Em seguida, foram retiradas duas alçadas de colônias e adicionadas 

ao meio composto por (%): 0,2 de (NH4)2SO4; 0,1 de KH2PO4; 0,05 de MgSO4.7H2O; 

0,01 de CaCl2; 0,01 de NaCl; 0,1 de extrato de levedura e melaço-de-cana de açúcar a 

5%. O inóculo foi incubado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, com o volume final 

de 50 mL, agitação de 250 rpm e 28±2 ºC por 24 horas. 

4.3.2 Condições para a fermentação 

A produção de exopolissacarídeo foi realizada por meio do estudo de diferentes 

tempos para fermentação submersa. Para isto foram utilizados 45 mL de meio de cultivo 

composto de (%): KH2PO4 0,1; MgSO4.7H2O 0,05; CaCl2 0,01; NaCl 0,01, milhocina 
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0,3 e melaço 8,4, acrescido de 5 mL do inóculo totalizando um volume final de 50 mL, a 

25±2 ºC durante 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. Os ensaios fermentativos 

ocorreram em frascos de Erlenmeyer de 250 mL e foram realizados em triplicata. 

4.3.3 Determinação do teor de EPS 

 A determinação do teor de EPS ocorreu de acordo com o item 4.1.5, 

previamente descrito. 

4.3.4 Análise do crescimento celular 

Foram adicionados 50 mL de água destilada à biomassa e esta foi centrifugada a 

5000 rpm e 4 ºC por 20 minutos. Esse processo foi realizado duas vezes para a lavagem 

das células. Em seguida a biomassa foi ressuspendida no mesmo volume de água 

destilada, utilizado previamente, e levadas ao espectrofotômetro para a análise do 

crescimento celular por meio dos valores obtidos de absorbância a 600 nm. Por meio da 

fórmula obtida da curva padrão previamente realizada para a levedura C. laurentii SD7, 

os valores foram dados em biomassa (g/L). 

 

4.3.5 Análise do pH 

Para a análise do pH das amostras foi utilizado o pHmetro e foram então 

comparados os valores do pH das amostras ao final de seus respectivos períodos de 

fermentação com o valor inicial padronizado para todas as amostras.  

4.3.6 Análise dos dados utilizando a estatística  

Os resultados obtidos foram analisados no programa estatístico R para inferir 

qual foi o tempo de cultivo em que houve maior produção de EPS e, se este diferiu 

estatisticamente dos outros. 

5.0 RESULTADOS 

5.1 Delineamento Composto Central Rotacional 23 (DCCR 23) 

Os resultados da produção de EPS obtidos utilizando melaço de cana-de-açúcar e 

milhocina como substratos, após 48 horas de fermentação estão apresentados na Tabela 

5. As condições de cultivo onde foram encontradas produções de EPS acima de 2,0 g/L 

foram as dos ensaios 6, 10, 13 e 17. Esses ensaios apresentaram em comum 

concentrações de melaço a partir de 5,0 %, de milhocina entre 0,5 e 0,7 % e pH ácido 
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(entre 3 e 5), com destaque para o ensaio 10 que apresentou a maior produção de EPS, 

2,65 g/L. 

Tabela 5: Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 23 e valores das 
variáveis independentes (X1: melaço de cana-de-açúcar, X2: pH e X3: milhocina) e as 
respostas (produção de EPS em g/L) por C. laurentii SD7 em fermentação submersa.  

Variáveis 
codificadas 

Variáveis reais  Ensaios 

 
X1 

 
X2 

 
X3 

Melaço 
de cana-

de-
açúcar 

(%) 

pH 

 
Milhocina 

(%) 
Produção de 

EPS 
(g/L) 

1 -1 -1 -1 3 3 0,3 1,39 
  2 1 -1 -1 7 3 0,3 1,80 
3 -1 1 -1 3 7 0,3 1,14 
4 1 1 -1 7 7 0,3 1,55 
5 -1 -1 1 3 3 0,7 1,76 
6 1 -1 1 7 3 0,7 2,04 
7 -1 1 1 3 7 0,7 1,20 
8 1 1 1 7 7 0,7 1,70 
9 -1,68 0 0 1,6 5 0,5 1,07 
10 1,68 0 0 8,4 5 0,5 2,65 
11 0 -1,68 0 5 1,6 0,5 1,12 
12 0 1,68 0 5 8,4 0,5 1,54 
13 0 0 -1,68 5 5 0,16 2,23 
14 0 0 1,68 5 5 0,84 1,56 
15 0 0 0 5 5 0,5 1,82 
16 0 0 0 5 5 0,5 1,88 
17 0 0 0 5 5 0,5 2,07 

  

As Figuras 3 e 4 mostram que, quanto maior a concentração do melaço de cana-

de-açúcar, maior foi a produção de EPS. Para a milhocina, por sua vez, a faixa de 

concentração estudada não apresentou efeitos significativos, indicando que sua variação 

não influenciou na produção do EPS, sendo possível, desta forma, trabalhar com a 

concentração mais baixa deste substrato (Figuras 4 e 5). Com relação ao pH, a máxima 

produção de EPS ocorreu em pH 5, sendo que acima e abaixo deste valor a produção 

apresentou diminuição (Figuras 3 e 5). 

 

 



16 
 

Figura 3: Superfície de resposta mostrando a relação entre as variáveis estatisticamente 
significativas (melaço de cana-de-açúcar e  pH) na produção de EPS por C. laurentii 

SD7 

 

 

Figura 4: Superfície de resposta mostrando a relação entre o melaço de cana-de-
açúcar e a milhocina na produção de EPS por C. laurentii SD7.  
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Figura 5: Superfície de resposta mostrando a relação entre o pH e a milhocina na 
produção de EPS por C. laurentii SD7.  

 

A análise dos coeficientes de regressão (Tabela 6) mostram que os únicos fatores 

que influenciaram na produção de EPS foram a fonte de carbono e o pH, pois foram as 

únicas variáveis estatisticamente significativas no nível de confiança de 90% (p<0,1). O 

valor de Fcalc de 13,2 indica que os resultados foram altamente significativos e a 

correlação entre os valores preditos e observados foi satisfatória (Tabela 7). Desta forma, 

pode-se afirmar que os resultados se ajustam bem ao modelo e os valores dos 

coeficientes de regressão podem ser utilizados para gerar a equação do modelo (Equação 

1): 

EPS (g/L) = 1,851 + 0,312 X1 – 0,216 X2
2 

 (Eq. 1) 
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Tabela 6: Análise de regressão da produção de EPS por C. laurentii SD7 em 
fermentação submersa utilizando apenas as variáveis que foram significativas (melaço 
de cana-de-açucar e pH). 

 

 

Tabela 7: Análise de variância (ANOVA) para a produção de EPS por C. laurentii SD7 
em fermentação submersa utilizando melaço de cana-de-açucar, pH e milhocina como 
variáveis. 

Fatores GL SQ QM Fc 

Regressão 2 1,932 0,966 13,23 

Resíduo 14 1,016 0,073  

Total 16 2,948   

Ftab: 2,73; significativo ao nível de 10% de significância; GL: Grau de Liberdade; SQ: 
Soma dos Quadrados; QM: Quadrado médio. 

 

5.2 Validação 

Os resultados dos testes de validação mostraram que não houve diferença 

significativa entre as concentrações testadas (Figura 6).  Assim, pode-se considerar que a 

condição de 8,4% de melaço, 0,3% de milhocina e pH 5 foi a melhor para a produção de 

EPS. 

 

 

 

 

 

Fatores 
Coeficientes 
de regressão 

Erro 
padrão t(14) P – valor 

Média 1,850771 0,088691 20,86763 0,000000 

Melaço (L) 0,311729 0,072908 4,27564 0,000769 

pH (Q) -0,215504 0,074645 -2,88706 0,011943 

L=Linear; Q=Quadrático 
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Figura 6: Produção de EPS (g/L) em função da variação da concentração de melaço 
de cana-de-açúcar.  

 

Letras iguais indicam que as médias não diferiram estatisticamente ao nível de 5% de probabilidade 
para o teste de Scott-Knott. 

5.3 Influência do tempo na produção de EPS 

Na condição otimizada, foram realizados ensaios para verificar o melhor tempo 

de produção de EPS. Os resultados mostram que à medida que se aumentou o tempo de 

fermentação, a produção de EPS também se elevou, atingindo uma média de 6,61 g/L 

em 168 h de cultivo, sendo estatisticamente diferente dos demais valores (Figura 7). Isso 

representa uma produtividade de 0,04 g/L/h. A máxima produção de biomassa (3,8 g/L) 

ocorreu em 48 h e permaneceu estatisticamente constante até o final da fermentação 

(168 h), indicando que a população estabilizou, como mostra a Figura 8. O pH 

apresentou leve acidificação ao longo do tempo, caindo de 5 para cerca de 4 no final da 

fermentação (Figura 9).  
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Figura 7: Relação entre o tempo de cultivo e os valores de EPS produzidos.  

 

 

Figura 8: Relação entre o tempo de cultivo e os valores de biomassa produzida. 
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Figura 9: Relação entre a variação do pH do meio ao longo do tempo. 

 

 

6.0 DISCUSSÃO 

Alguns autores estudaram a produção de EPS a partir de várias fontes de carbono 

como glicose, sacarose, frutose, entre outras, por várias espécies de leveduras, incluindo 

C. laurentii. Os maiores rendimentos em tais trabalhos foram obtidos com sacarose, 

mostrando que esta é a fonte de carbono melhor assimilada e convertida em EPS pelas 

leveduras (PAVLOVA et al., 2009; RAVELLA et al., 2010; HEREHER et al., 2018; 

SILAMBARASAM et al., 2018). Isso explica a elevada produção de EPS neste trabalho, 

uma vez que, o melaço de cana-de-açúcar contém, em média, de 30 a 40% de sacarose 

em sua composição (XU; XU, 2014; MIRZA; MUSHTAQ, 2006). Outros trabalhos que 

utilizaram melaço como fonte de carbono também descreveram produções mais elevadas 

de EPS do que em sacarose (RUIZ et al., 2015; MOGHANNEM et al., 2018; 

SIRAJUNNISA et al., 2018). Além de ser rico em sacarose, o melaço também apresenta 

aminoácidos e sais como fosfatos, sódio, cálcio, magnésio, fósforo (XU; XU, 2014; 

SOUKOULIS, 2018). Essa combinação de macro e microelementos provavelmente 

contribuiu para melhorar a produção de EPS, fazendo do melaço uma boa alternativa de 

substrato para este fim. 

Analisando os trabalhos da literatura, observa-se que, para bactérias, o pH inicial 

ideal ficou em torno de 6,0-6,5 e para fungos em torno de 5,0, mostrando que a faixa 
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ótima de pH inicial para a produção de EPS é também aquela ideal para o crescimento 

de cada microrganismo, pois é necessário que o microrganismo cresça inicialmente no 

meio para que a produção de EPS ocorra (HEREHER et al., 2018).  Isto pode explicar a 

melhor produção de EPS pela levedura C. laurentii SD7 em pH inicial 5,0.  

Quase não existem pesquisas utilizando a milhocina como fonte de N para a 

produção de EPS (SHARMA, 2013). Este substrato é muito citado em processos 

fermentativos na produção de etanol e ácidos orgânicos (SAXENA; TANNER, 2012; 

AMADO et al., 2017). Entretanto, de acordo com os resultados obtidos no presente 

trabalho a milhocina foi uma fonte de nitrogênio eficiente na produção de EPS. As 

concentrações utilizadas neste trabalho não foram estatisticamente significativas ao nível 

de 10% de significância. No entanto, a literatura mostra que as concentrações baixas de 

fontes de nitrogênio são decisivas para um bom rendimento na produção de EPS 

(SHARMA et al., 2013). Além disso, no caso da milhocina, já foi descrito que a sua 

utilização em grande quantidade como fonte de nitrogênio pode reduzir muito a 

produção de EPS devido à presença de ácido lático em sua composição, que acaba 

atuando como um inibidor no meio fermentativo (SHARMA et al., 2013).  

Os resultados obtidos com o DCCR 23 mostram que a produção máxima de EPS 

foi de 2,65 g/l em 48 horas utilizando o melaço, compatível com a maior parte dos 

trabalhos da literatura que descrevem uma produção de EPS que varia de 1,0 a 3,0 g/L, 

em média, em um período maior de fermentação e, principalmente, em meios contendo 

fontes simples e mais caras de carbono, sendo pouco descrito o emprego de substratos 

agroindustriais para este fim (FANG et al., 2002; SELBMANN et al., 2002; PAVLOVA 

et al., 2004; POLI et al., 2010; GIENTKA et al., 2015). Isso demonstra que C. laurentii 

SD7 obteve uma elevada produção em um substrato residual de custo menor do que 

aqueles tradicionais, sendo atingido o objetivo de redução de custo do processo, em um 

período menor de tempo. 

A concentração da fonte de carbono apresentou um efeito significativo na 

produção de EPS, pois foi observado que a medida que se aumentou a concentração de 

melaço maior foi a produção de EPS (Figuras 3 e 4). Esses resultados são similares aos 

resultados obtidos por Herenher et al. (2018) que relataram que a produção do EPS é 

estimulada pelo excesso da fonte de carbono e, quando este se apresenta em baixa 

concentração, é preferencialmente utilizado para a produção de biomassa. 
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Neste trabalho pode ser observado que uma produção significativa de EPS 

começa a ocorrer no final da fase log e ao longo da fase estacionária, o que pode ser 

demonstrado devido a estabilização nos valores observados de biomassa. Esses mesmos 

resultados foram obtidos por diversos outros autores (POLI et al., 2010; 

MOGHANNEM et al., 2018). Em alguns trabalhos é relatado que a produção de EPS 

começa a diminuir após a fase estacionária devido a ação de glicosil hidrolases que são 

liberadas no meio de cultivo após a morte celular (MOGHANNEM et al., 2018). No 

entanto, este fenômeno não foi observado com C. laurentii SD7, que apresentou 

aumento contínuo até 168 h. Isto provavelmente ocorreu porque os testes de produção de 

EPS não atingiram a fase pós estacionária do microrganismo estudado. 

Alguns trabalhos relatam que a medida que há um aumento na produção de EPS, 

ocorre uma acidificação do meio de cultivo ao longo do processo, assim como foi 

observado neste trabalho (PAVLOVA et al., 2009; POLI et al., 2010; VIDEVA et al., 

2011). Esta situação pode ser favorável, no sentido de que pHs mais ácidos evitam a 

contaminação bacteriana no processo fermentativo (POLI et al., 2010). Alguns autores 

explicam que a utilização de íons de amônio para produção de EPS, pela levedura, 

resulta na ejeção de prótons para o exterior da célula o que acarreta em valores de pH 

mais baixos do que aquele inicial, e que pode ser observado após algumas horas de 

fermentação (CHO et al., 2001; GIENTKA et al., 2016). Entretanto, Smirnou et al. 

(2014) já demonstraram que na própria composição de alguns EPS pode haver ácido 

glicurônico, o que pode, também, vir a ser o motivo do aumento da acidificação do meio 

com o aumento de EPS produzido. 

Gientka et al. (2016) descreveram que ao longo do processo de produção de EPS 

ocorreu uma forte acidificação do meio de cultivo chegando a cair do pH 5,5 para 1,8 

com várias espécies de leveduras, o que não ocorreu no presente trabalho, onde a 

variação no pH ao longo do tempo não foi tão acentuada. Estes resultados são similares 

aos obtidos por Grigorova et al. (1999) que observaram que entre todas as fontes de 

carbono estudadas a única onde não ocorria uma mudança significativa do pH era o 

melaço. Esta situação deve-se, provavelmente, a capacidade tamponante, de 

aminoácidos presentes no melaço, que ajudam a manter o pH estável por um maior 

período (DUMBREPATIL et al., 2008).   
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7.0 CONCLUSÃO 

A levedura C. laurentii SD7 apresentou grande potencial para produção de EPS, 

uma vez que, sua produção foi similar àquela descrita na literatura em substratos de 

custo mais elevado e em um maior período de tempo. O melaço de cana-de-açucar e a 

milhocina se apresentaram eficientes e o direcionamento dos mesmos para processos 

fermentativos como a produção de EPS pode ser uma alternativa viável em termos de 

custo e de sustentabilidade.    
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