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RESUMO

A riqueza nutricional da biomassa de Lasiosiplodia theobromae, residuo do bioprocesso que tem
como finalidade a producdo de exopolissacarideo (EPS), foi estudada neste trabalho, bem como a
producdo de EPS pelo mesmo fungo, em cultivos suplementados com esse biomaterial.
Inicialmente, o microrganismo foi cultivado em condigdo padréo (sacarose 50 g/L, sais minimos de
Vogel (SMV) e nitrato de amonio 2 g/L, 28 °C, 72 h), e o EPS e a biomassa (Biomassa A),
provenientes deste cultivo, foram separados e quantificados por gravimetria. Parte da biomassa foi
lavada, por duas vezes, com solucdo de NaCl 0,15 mol/L, autoclavada, liofilizada, tamisada e
analisada quanto a composi¢cdo bromatoldgica (Weende e Kjeldahl) e de minerais (Absor¢do
Atdbmica), e utilizada como suplemento aos meios de cultivo. A biomassa A apresentou 332 g/kg de
C e 51 g/kg de N, além de sais minerais, como Zn, Fe, Cu, Mn, K, Mg, Ca, S e P. Para avaliar a
adicdo de biomassa em meio de cultivo para producdo de EPS, foram realizados 18 experimentos,
com 6 diferentes composic¢des (meios BSVN, BSV, BVN, BV, BN e B), identificados de acordo
com a composicao de nutrientes: Biomassa A 20, 40 ou 60 g/L (B), sacarose 50 g/L (S), SMV (V) e
nitrato de amonio 2 g/L (N). Houve producdo de EPS em 16 experimentos, sendo que em apenas
trés condicdes experimentais a producdo de EPS foi inferior a condicao padrédo de cultivo. Destagque
para os resultados obtidos em meios BV, compostos por biomassa 40 e 60 g/L e SMV, sendo 3,22 e
3,99 g/L de EPS, respectivamente, enquanto que na condi¢do padrdo de cultivo, houve producédo de
1,3 g/L de EPS. A biomassa resultante do primeiro cultivo com adi¢do de Biomassa A, identificada
como Biomassa B (Biomassa A residual + biomassa de novo crescimento microbiano), também foi
avaliada quanto & composicdo bromatoldgica e de minerais. Observou-se 414 g/kg de C e 46 g/kg
de N. Cultivos na condi¢do BV com 40g/L de biomassa foram realizados em ciclos subsequentes, a
fim de se verificar por quantos cultivos a biomassa poderia ser utilizada para a producdo de EPS
pelo fungo. Observou-se producdo de EPS até o 3° ciclo, obtendo-se 2,1, 1,4 e 1,1 g/L, entre 0 1° e
0 3° ciclos, respectivamente, enquanto que, na condic¢do padrédo de cultivo, foram obtidos 1,4 g/L de
EPS. O EPS produzido em meio BV foi caracterizado estruturalmente por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), ap6s fracionamento por gelo e degelo. Observou-se a presenga de uma p-glucana-
(1-3)-(1—06) insoluvel em agua fria, ¢ uma B-glucana-(1—6), soluvel em agua fria. Os resultados
confirmam a possibilidade de utilizacdo de biomassa de L. theobromae como suplemento para

meios de cultivo.

Palavras chave: Biomassa fungica, exopolissacarideo, viabilidade econémica, capacidade

nutricional.



ABSTRACT

The nutritional value of Lasiodiplodia theobromae’ biomass, waste of the bioprocess used for the
production of exopolysaccharide (EPS) was studied in this work, as well as the production of EPS
by the same fungus when grown in cultures supplemented with this biomaterial. Initially the
microorganism was cultured in standard conditions (Sucrose 50 g/L, Vogel minimal salts (SMV)
and ammonium nitrate 2 g/L, 28 °C, 72 h) and the EPS and the biomass (A Biomass) from this
culture were separated and quantified by gravimetry. Part of the biomass was rinsed twice with
NaCl 0.15 mol/L solution, autoclaved, lyophilized, sieved and analyzed for chemical composition
(Weende and Kjeldahl) and minerals (Atomic Absorption) and used as a supplement to culture
medium. Biomass A presented 332 g/kg C and 51 g/kg of N, and minerals such as Zn, Fe, Cu, Mn,
Mg, Ca, S and P. In order to evaluate the addition of biomass in the culture medium for EPS
production, 18 experiments were conducted with six different compositions (BSVN, BSV, BVN,
BV, BN and B growth mediums), identified accordingly to the nutritional components: A Biomass
20, 40 or 60 g/L (B), Sucrose 50 g/L (S), SMV (V) and ammonium nitrate 2 g/L (N). EPS
production occurred in 16 experiments, and in only three experimental conditions EPS production
was lower than on the standard cultivation condition. Emphasis to the results obtained in BV
medium, composed by biomass 40 and 60 g / L and SMV, being 3.22 and 3.99 ¢/L EPS,
respectively, while the standard conditions of cultivation, production occurred of 1.3 g/L EPS. The
biomass resulting this first cultivation with addition of A Biomass, identified as B Biomass (A
Biomass waste + the biomass new microbial growth) was also evaluated for their chemical and
mineral composition. As result 414 g/kg C and 46 g/kg N. Cultivations on BV condition with 40g/L
of biomass were carried out in subsequent cycles, in order to check for how many cultivations the
same biomass could be used in other to enable the fungus to produce EPS. It was observed EPS
production until the 3rd cycle, producing 2.1, 1.4 and 1.1 g/L, respectively, while the standard
cultivation condition produced 1.4 g/L EPS. The EPS produced in BV medium was structurally
characterized by nuclear magnetic resonance (NMR), after fractionation by freezing and thawing. It
was observed the presence of a B-(1 — 3) - (1 — 6)-glucan, insoluble in cold water, and a B-(1 —
6)-glucan, soluble in cold water. The results confirm the possibility of use of L. theobromae

biomass as supplement for culture mediuns.

Keywords: Fungi biomass, exopolysaccharide, economic viability, nutritional capacity.
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1. INTRODUCAO

Fermentacdo microbiana é o método utilizado para a producdo comercial de diversos
produtos de interesse industrial, comercializados em alta quantidade. A fermentacdo alcoodlica de
bebidas, praticada no antigo Egito, e a producdo de pées, que remonta aos tempos biblicos, séo
exemplos de que a exploracdo dos microrganismos ndo é evento recente. Entretanto, o uso da
fermentacdo de microrganismos, especialmente de fungos filamentosos, tem se intensificado nos
altimos cinquenta anos (PAPAGIANNI, 2004). Recursos microbianos tém gerado beneficios na
forma de produtos fermentados, antibidticos, aditivos e outros servicos essenciais (SONIA et al.,
2014). Tais produtos, em sua maioria, Sdo sintetizados durante a fase estacionaria do
desenvolvimento microbiano (PAPAGIANNI, 2004).

Entretanto, para a obtencdo do produto de interesse, geralmente ha elevado crescimento
micelial, culminando em elevada quantidade de biomassa, o que ndo é favoravel ao bioprocesso,
pois gera acumulo de residuos. Assim, a destinacdo adequada da biomassa micelial gerada em
bioprocesso € fundamental, seja por necessidades ambientais ou como alternativa para a diminuicao
dos custos de cultivo.

Dentre os produtos de interesse produzidos por microrganismos estdo 0s
polissacarideos.

Polissacarideos sdo polimeros formados por unidades monossacaridicas. Podem ser
encontrados em vegetais, algas, bactérias e fungos, integrando sua parede celular, ou podem ser
produzidos no meio extracelular. Estes sdo denominados exopolissacarideo (EPS).

Devido a facilidade de obtencdo e separacdo, os EPS sdo bastante atrativos, tanto do
ponto de vista cientifico quanto industrial. A producdo de EPS microbianos ndo é afetada por
alteracdes climaticas, contaminacdo marinha ou problemas nas colheitas, que prejudicam a oferta e
alteram o custo de producdo das gomas tradicionais, extraidas de vegetais.

A maior parte dos polissacarideos produzidos por fungos sdo do tipo B-glucanas. B-
glucanas sédo compostos bioativos, conhecidos por apresentarem propriedades imunomoduladoras e
anti-inflamatorias, além de apresentarem propriedades fisicas importantes a inddstria, como
viscosidade, gelificacdo e solubilidade em agua (ZHU et al., 2016). Alguns estudos trazem
aplicagdes para B-glucanas fungicas. DENG et al. (2012) demonstraram, in vitro, a atividade
antioxidante de uma B-D-glucana secretada pelo fungo basidiomiceto Dictyophora indusiata. Uma
glucana do tipo B-(1—6) ramificada em (1—3), isolada do fungo Schizophyllum commune, foi
descrita por PARK et al. (2001) como um ingrediente com potencial para impedir o envelhecimento
da pele, alem de promover a biossintese de células epiteliais e de colageno. Ainda para 0s

beneficios da pele, a B-glucana secretada pelo fungo Schizophyllum commune, quando aplicada
12



externamente, foi capaz de hidratar a pele em caso de doencas utdpicas e reduzir o prurido, quando
acometida por infecgdes bacterianas (KIM et al., 2008).

Lasiodiplodia theobromae € um fungo filamentoso produtor de EPS, composto por trés
cadeias: uma B-glucana-(1—3)-(1—6), insoltivel em agua fria, ¢ duas glucanas pB-(1—6). Este EPS
tem apresentado propriedades medicinais importantes, além da capacidade de formar filmes
plasticos. Entretanto, condi¢des de produgdo economicamente vidveis, assim coOmo pProcessos
ecologicamente corretos, sdo pré-requisitos essenciais a implantacdo comercial do EPS de L.
theobromae.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a biomassa de L. theobromae, em relacéo a
composicdo quimica e a utilizagdo como nutriente em meio de cultivo para producdo de EPS,
visando tanto a obtengdo de matéria prima de baixo custo que possa ser utilizado em fermentagdes
industriais, quanto o desenvolvimento de bioprocesso de acordo com 0S novos conceitos de

ecologia e sustentabilidade industrial.

13



6. CONCLUSOES

As analises da composicéo das biomassas de L. theobromae evidenciaram sua eficiéncia
nutritiva, apresentando valores de macro e microelementos necessarios a meios de cultivo
microbianos. A elevada producdo de EPS em meios de cultivo suplementados com biomassa
confirmam sua riqueza e eficiéncia nutricional. Além disso, a indicacdo de semelhanca do EPS
obtido nestes cultivos com o EPS produzido em condicdo padrdo sugere que a utilizacdo da
biomassa como suplemento ao meio de cultivo ndo traz desvantagens, ja que ndo altera as
caracteristicas do produto de interesse, além de reduzir significativamente os custos do bioprocesso

e colaborar com a diminuigdo de impactos ambientais, causados pela deposicéo de residuos.
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