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RESUMO

MARCANTE, Priscila Louise. Isolamento e bioprospeccdo de cepas fungicas do
sudoeste do Parana. 2018. 48 f. Trabalho de Conclusédo de Curso — Bacharelado em
Quimica, Universidade Tecnolégica Federal do Paran&. Pato Branco, 2018.

Polissacarideos oriundos de organismos vivos apresentam estruturas diversificadas
em relacdo a composicdo monomeérica, grau de ramificacdo, tipos de ligacbes e
comprimento das cadeias. Os exopolissacarideos (EPS) ou polissacarideos
extracelulares, sdo biopolimeros produzidos e excretados para fora das células por
alguns microrganismos. Muitos EPS podem atuar como agentes antioxidantes,
hipocolesterolémicos, antivirais, biorremediadores, entre outras fungdes. Em cultivos
submersos, os exopolissacarideos podem ser recuperados do meio de cultivo livre
de células por processos simples como desidratacdo com etanol. O presente
trabalho teve como principal objetivo o isolamento de fungos filamentosos e
bioprospeccdo quanto a producdo de EPS. Foram isoladas em placas de agar
Sabouraud com Cloranfenicol, vinte cepas de fungos filamentosos da regiao rural do
municipio de Pato Branco e do campus da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana. Os fungos selecionados como produtores de EPS foram avaliados quanto
ao perfil cinético da producdo de EPS e crescimento celular. Os ensaios cinéticos
foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo Meio Minimo de
Vogel, 20 g L* de glicose, pH inicial de 5,5 e incubados em agitador orbital por 96h a
28 °C e 150 rpm. Os exopolissacarideos produzidos foram submetidos a
caracterizacao parcial por analises de infravermelho (IV-TF/RTA), difracao de raios X
(DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV) e solubilidade em agua. Duas
cepas de fungos filamentosos foram identificadas como promissoras produtoras de
EPS. O isolado n.° 6 produziu 1,31 g L* de EPS e 4,63 L' de biomassa micelial,
enquanto o isolado n.° 14 produziu 1,06 g L' e 2,64 g L* de EPS e biomassa
micelial, respectivamente. Os espectros de infravermelho de ambos os EPS
apresentaram bandas caracteristicas de polissacarideos, presenca de anel de
glicose e sugerem a presenca de ligacdo glicosidica tipo B. Os difratogramas de
raios X demonstraram que os EPS apresentam estrutura predominantemente amorfa
com presenca de regibes semicristalinas. A microscopia eletrbnica de varredura
mostrou a presenca de estruturas fibrilares e filmes finos translicidos com superficie
irregular em ambas as amostras. Na amostra n.° 14 também foi observada a
presenca de estruturas particuladas com dimensdes irregulares distribuidas ao longo
da superficie. A amostra n.° 6 apresentou maior solubilidade (47,08 mg 100 mL) do
que a amostra n°. 14 (35,42 mg 100 mL™1).

Palavras-chave: Biopolimeros. Exopolissacarideos fangicos. Selecéo de fungos
filamentosos.



ABSTRACT

MARCANTE, Priscila Louise. Isolation and bioprospection of fungal strains from
southwestern Parana. 2018. 48 S. Undergraduate final project — Bachelor of
Chemistry, Federal Technological University of Parana. Pato Branco, 2018.

Polysaccharides from living organisms have different structures in relation to the
monomeric composition, degree of branching, types of bonds and length of the
chains. Exopolysaccharides (EPS) or extracellular polysaccharides, are biopolymers
produced and excreted out of cells by some microorganisms. Many EPS can act as
antioxidants, hypocholesterolemics, antivirals, bioremediation agents, among other
functions. In submerged cultures, the exopolysaccharides can be recovered from the
cell-free culture medium by simple processes such as dehydration with ethanol. The
present work aimed the isolation of filamentous fungi and bioprospection as the
production of EPS. Twenty strains of filamentous fungi were isolated from the rural
region of Pato Branco and from the campus of the Federal Technological University
of Parana on Sabouraud-chloramphenicol agar plates. The fungi selected as
producers of EPS were evaluated for the kinetic profile of EPS production and cell
growth. The kinetic assays were conducted in 250 mL Erlenmeyer flasks, containing
Minimal Vogel Medium, 20 g L glucose, initial pH 5.5 in orbital incubator for 96h at
28 °C and 150 rpm. The exopolysaccharides produced were subjected to partial
characterization by analysis of Infra-Red (IV-FT/ATR), X-Ray diffraction (XRD),
scanning electron microscopy (SEM) and water solubility. Two strains of filamentous
fungi were identified as promising EPS producers. The isolate no. 6 produced 1.31 g
L1 of EPS and 4.63 L of mycelial biomass, while isolate no. 14 yielded 1.06 g L
and 2.64 g L't EPS and mycelial biomass, respectively. The infrared spectra of both
EPS showed characteristic bands of polysaccharides, presence of glucose ring and
suggest the presence of  type glycosidic binding. The X-Ray diffractograms showed
that the EPS are predominantly amorphous, with semicrystalline regions. Scanning
electron microscopy showed the presence of fibrillar structures and translucent thin
films with irregular surface in both samples Particulate structures with irregular
dimensions distributed along the surface were also observed in sample no. 14.
Sample no. 6 showed higher solubility (47.08 mg 100 mLt) than sample no 14 (35.42
mg 100 mL™).

Keywords: Biopolymers. Fungal exopolysaccharides. Selection of flamentous fungi.
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1 INTRODUCAO

Polissacarideos constituem o grupo de macromoléculas mais abundantes da
biosfera, estando presentes em todos o0s organismos vivos e apresentando
diferentes propriedades e aplicacbes. S&o constituidas de unidades
monossacaridicas unidas por ligacdes glicosidicas e diferenciam-se entre si no
tamanho da cadeia carbdnica, nas configuragdes das ligacdes glicosidicas e no grau
de ramificagcdo (SOMENSI, 2014).

Atualmente, fungos, bactérias, microalgas e plantas vem sendo pesquisados
como potenciais fontes de polissacarideos. A possibilidade de utilizacdo destas
biomacromoléculas nos setores farmacolégico, médico e alimenticio tem estimulado
diferentes grupos de pesquisa a estudar sua producao. Sao relatados na literatura
cientifica diferentes funcionalidades biologicas atribuidas aos polissacarideos,
incluindo atividade anticoagulante, antitrombdética, antitumoral (VEVERKA, 2014),
antioxidante, antiviral e imunomodulacdo (CALEGARI, 2016; KAGIMURA, 2015).

Polissacarideos fungicos podem ser isolados da parede celular do corpo de
frutificacdo, do micélio, do esclerocio (estrutura formada por hifas entrelacadas,
resultando em um reservatorio) e alguns fungos sdo capazes de produzir
polissacarideos extracelulares, que podem ser facilmente produzidos em cultivos
submersos e recuperados por processos relativamente simples e de baixo custo
(CUNHA et al, 2012).

Neste contexto, a bioprospeccdo de fungos filamentosos quanto a producéo
de exopolissacarideos é uma ferramenta importante e economicamente estratégica
para aplicacdo industrial e tecnolégica. Deste modo, no presente trabalho foi
proposto a avaliagdo de novas cepas de fungos filamentosos produtores de
polissacarideos extracelulares, bem como a caracterizacdo preliminar destas

macromoléculas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar de novas cepas de fungos filamentosos com potencial para a

producao de polissacarideos extracelulares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar cepas de fungos filamentosos a partir de amostras de biomassa
lignocelulésica e solo, em placas de agar Sabouraud dextrose com

Cloranfenicol;

e Conducao de cultivos submersos em frascos agitados para a selecdo dos

fungos produtores de EPS;

e Estudo cinético da producdo de EPS e crescimento celular dos fungos

selecionados;
e Caracterizacdo parcial por espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho (IV-TF/RTA), analises de difracdo de raios X (DRX) e

microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos polissacarideos produzidos;

e Avaliacdo da solubilidade em agua dos exopolissacarideos produzidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FUNGOS FILAMENTOSOS

Fungos sdo organismos de grande importancia na manutencao da microbiota
dos ecossistemas onde sédo encontrados, por serem heterotroficos e consumirem a
matéria organica como fonte de energia. Pertencem ao reino fungi e muitas vezes
sdo os principais causadores de doencas em animais e plantas, contudo, alguns
possuem grande potencial na geracdo de metabdlitos primarios e especializados,
fundamentais no desenvolvimento biotecnolégico com aplicacdo em produtos
farmacéuticos, agricolas e alimenticios (PHILIPPINI, 2017).

De acordo com a classificagdo celular, os fungos podem ser unicelulares
como as leveduras ou pluricelulares como os fungos filamentosos. Estes por sua vez
formam filamentos denominados hifas, que em conjunto constituem o micélio
fungico, responséavel por diversas fun¢cdes como obtencdo de energia e propagacao
da espécie (GUIMARAES, 2015; MADIGAN et al., 2010). Os fungos filamentosos
atuam como decompositores e biotransformadores de material celulésico e da
lignina, presente na parede celular vegetal (BREITENBACH, 2016; MADIGAN et al.,
2010).

Os fungos podem ser classificados como  Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, = Neocallimastigomycota, = Microsporidia, = Glomeromycota,
Ascomycota e Basidiomycota, os quais desempenham podendo desempenhar
importante papel no ecossistema atuando como parasitas, saproéfitas e simbiontes
(MADIGAN et al., 2010). Os filos Ascomycota e Basidiomycota, em sua grande
maioria, sdo fungos que possuem habilidade em produzir polissacarideos
extracelulares ou os chamados exopolissacarideos, com diferentes propriedades
biotecnolégicas e principalmente no que se refere a estrutura quimica
(MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

Quanto aos parametros fisiolégicos e nutritivos dos fungos temos o pH, fonte
de carbono e nitrogénio, temperatura, disponibilidade de oxigénio e umidade como
principais requisitos para o crescimento e reproducdo dos mesmos (TORTORA et
al., 2012).
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A temperatura considerada ideal para o desenvolvimento dos fungos
filamentosos esta na faixa de 25 a 30 °C, havendo maior variacdo entre espécies de
paises tropicais e subtropicais. Quanto ao pH, o crescimento dos fungos pode
ocorrer tanto em meios &cidos, quanto em meios alcalinos, sendo assim
classificados como acidéfilos, neutrofilos ou alcalofilos (TORTORA et al., 2012).

No cultivo de fungos filamentosos em sistemas submersos, comumente
ocorre a formacao de pellets suspensos no meio fermentativo, os quais variam de
tamanho de acordo com as condi¢fes de cultivo e com as caracteristicas proprias de
cada fungo. Avaliar caracteristicas como pH 6timo, fontes de carbono e nitrogénio e
aeracdo € fundamental para determinacdo das condicdes de cultivo mais
apropriadas para a obtencdo de metabdlitos de interesse bioldgico e tecnoldgico
(AGUDELO-ESCOBAR, 2017; VEITER et al., 2018).

Dentre os metabdlitos fungicos com potenciais aplicacdes em produtos
farmacéuticos e nutricionais, setor médico e tecnologico, destacam-se 0s
polissacarideos extracelulares. Os polissacarideos extracelulares, também
chamados de exopolissacarideos, sdo macromoléculas excretadas para 0 meio de
cultivo quando o fungo é cultivado em meio liquido (AGUDELO-ESCOBAR, 2017;
PHILIPPINI, 2017).

Como os fungos séo heterotroficos, comumente obtém energia de fontes de
carbono provenientes de material organico, porém nem todos os fungos conseguem
obter energia dos mesmos tipos de substratos, uma vez que dependem de suas
caracteristicas fisioldgicas para promover a hidrélise, principalmente de substratos
complexos como a lignina (PEDRI et al., 2015).

A celulose € o polissacarideo mais abundante na biosfera e possui estrutura
linear, constituida por monémeros de glicose unidos por ligagdes glicosidicas B(1—
4). A lignina, por sua vez, esta presente na parede celular dos vegetais e tem funcéo
estrutural, conferindo resisténcia a célula (PEDRI et al., 2015). A hemicelulose
encontra-se intercalada entre as microfibras da celulose, conferindo resisténcia e
elasticidade, ndo permitindo que se toquem (BHAGIA et al., 2018).

A maioria dos fungos que obtém energia a partir da lignina presente na
madeira pertencem ao filo dos basidiomicetos (espécies de podriddo branca),
conhecidos por produzirem corpos de frutificagcdo (cogumelos), e serem capazes de

degradar celulose, hemicelulose e lignina. Fungos que degradam apenas celulose
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sdao denominados fungos de podridao parda (MADIGAN et al., 2010; ALEXANDRE,
2015).

Fungos de podriddo branca possuem a capacidade de degradar a lignina,
devido a secre¢do de enzimas extracelulares como a lacase e manganés
peroxidase, que além de atuarem na decomposicdo de material lignocelulésico
presente na natureza, apresentam grande potencial biotecnolégico (ALEXANDRE,
2015; MADIGAN, 2010).

Os basidiomicetos vem sendo intensamente estudados, devido a grande
utilizacdo das enzimas e exopolissacarideos que sdo secretados para o meio de

cultivo e que podem ser facilmente recuperados (ALEXANDRE, 2015).

3.2 POLISSACARIDEOS MICROBIANOS

Polissacarideos microbianos sdo macromoléculas provenientes de
microrganismos, como fungos filamentosos, leveduras e bactérias, que podem ser
encontrados no citosol e na parede celular, (peptideoglicanos e lipopolissacarideos)
e 0S que sdo excretados para o meio de cultivo (polissacarideos extracelulares)
(BASTIANI, 2014). A maioria dos polissacarideos microbianos sédo constituintes da
parede celular, entretanto mais recentemente tem sido destacado na literatura
cientifica os polissacarideos extracelulares, os quais podem ser isolados com maior
facilidade que os EPS de parede celular (BREITENBACH, 2016). Comumente, 0s
processos de recuperacdo de EPS de parede celular envolvem o uso de solventes
organicos, acidos e Aalcalis, enquanto que os EPS podem ser recuperados por
processos de desidratacdo com etanol e purificacdo por didlise contra agua
(KAGIMURA et al., 2015, LUNA et al., 2018).

Quanto a estrutura, os polissacarideos podem ser classificados como
heteropolissacarideos, 0s quais apresentam em sua composicdo mais de uma
unidade monossacaridica em homopolissacarideos, 0s quais possuem apenas uma
unidade monossacaridica (ABDUL RAZACK et al., 2013).

A utilizacdo desses biopolimeros vem sendo ampliada devido as suas
propriedades reolégicas e por possuirem atividades anti-inflamatéria, antitumoral,
imunomoduladora, antioxidante, anticoagulante, antitrombotica, entre outras
(SOMENSI, 2014; ABDUL RAZACK et al., 2013).

No setor industrial, os polissacarideos flngicos apresentam inumeras
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aplicacoes devido a capacidade emulsificante, estabilizante e geleificante, atuando
também como biossurfactante, suspensor, formador de filmes e biosorvente.
(ABDUL RAZACK et al., 2013).

Exemplos de polissacarideos microbianos bastante conhecidos e que tém
demonstrado sucesso na industria alimenticia incluem as gomas xantana e a goma
gelana. A goma xantana € produzida pela bactéria Xantomonas campestres e tem a
capacidade de aumentar a viscosidade de solugdes, sendo comumente utilizada
para encorpar molhos, xaropes, coberturas e bebidas lacteas (BASTIANI, 2014;
SILVA et al., 2017).

A goma gelana é um polimero produzido pela bactéria Sphingomonas
paucimobilis, solavel em agua e altamente higroscépico, ideal para a producéo de
géis resistentes, os quais além de serem muito utilizados na inddstria alimenticia,
possuem uma série de aplicacdes farmacéuticas, incluindo sistemas de liberagcédo de
principios ativos (COSTA, 2015).

Diferentes polissacarideos extracelulares tém sido relatados na literatura
cientifica. Dentre eles, Vasconcelos et al. (2008) relatou a producdo de
polissacarideo extracelular (1—6)-B-D-glucana pelo Ascomisceto Lasiodiplodia

theobromae MMPI, utilizando glicose como fonte de carbono.

3.3 FERMENTACAO SUBMERSA

A fermentacdo submersa é um tipo de cultivo composto por 90% de agua com
adicdo de nutrientes, que permite a inoculacdo do microrganismo na forma de
esporos ou micélios (quando se trata de fungos) e possibilita maior controle das
condicBes de cultivo (FLORENCIO et al., 2017).

A producéo de exopolissacarideos é comumente relatada através de cultivo
submerso, o que facilita sua producao e recuperacao, além de permitir a otimizacao
do processo por meio da determinacdo das melhores condi¢cdes de cultura (tempo
de incubacgéo, fontes de carbono e nitrogénio, pH, agitacdo e temperatura) (FRAGA
et al., 2014; ZHOU et al., 2015; VEITER et al., 2018).

O emprego da fermentagdo submersa utilizando fungos filamentosos & um
procedimento bastante utilizado na producdo de exopolissacarideos, e possibilita a

inovagao tecnolégica quanto ao substrato, podendo utilizar como fontes de carbono,
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residuos agroindustriais como melaco de cana de agUcar, soja e vinhacas (SILVA et
al., 2015; FLORENCIO et al., 2017).

Como desvantagens da utilizacdo do cultivo submerso usando fungos
filamentosos, podem ser mencionadas a possivel limitagdo da assimilagcdo do
substrato e menor transferéncia de oxigénio as células, devido a elevada

viscosidade do meio, comumente observada no processo (BETTIN et al., 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLAMENTO E MANUTENCAO CELULAR

Amostras de biomassas lignocelulésicas (troncos, folhas e galhos) e de
basidiomas foram coletadas na regiao rural do municipio de Pato Branco, Parana e
no campus da UTFPR. As amostras foram transportadas até o laboratério de
biotecnologia e bioprocessos em sacos polietileno esterilizados e na sequéncia
inoculado pequenos pedacos dos basidiomas em placas de Petri contendo meio
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol para o isolamento das cepas fungicas.

Para selecdo das culturas isoladas e obtencdo de culturas puras, foram
realizados repiques sucessivos em meio agar Sabouraud-cloranfenicol. As placas
foram incubadas em estufa bacteriolégica a 28 °C por 96h e entdo os aspectos
morfolégicos das culturas (cor e aspectos macroscopicos dos micélios, bordas e
superficie da cultura) foram avaliados macroscopicamente.

As cepas fungicas isoladas foram mantidas em meio &gar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol sob refrigeracédo a 5 °C e repiques sucessivos para meio

novo foram realizados a cada dois meses.
4.2 AVALIACAO DA PRODUCAO DE POLISSACARIDEO

4.2.1 Preparo do in6culo

Uma alcada do micélio fungico mantido sob refrigeracdo foi transferido
assepticamente para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio
minimo de Vogel (VOGEL, 1956) e 10 g L de glicose. Os frascos foram encubados
em agitador orbital a 28 °C, 150 rpm por 48h. O micélio crescido foi centrifugado,
ressuspendido em agua destilada e entédo triturado em mixer a fim de obter uma
suspensao micelial padronizada (inéculo) com absorbancia entre 0,4 e 0,5 a 400 nm
(STELUTI et al., 2004).
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4.2.2 Avaliacéao inicial do potencial de producéo de exopolissacarideos

Para a avaliacdo do potencial de producdo de EPS das cepas isoladas em
meio &gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, cultivos submersos (em triplicata)
foram conduzidos em frascos Erlenmeyer, contendo 150 mL de meio minimo de
Vogel (VOGEL, 1956), 10 g L* de glicose e 10 mL de in6culo padronizado conforme
item 4.2.1. Os frascos foram incubados em incubador orbital (shaker) a 28 °C, 150

rpm por 96h. O EPS e a biomassa foram recuperados conforme item 4.2.4.

4.2.3 Avaliacao cinética

O perfil cinético da producdo de EPS e crescimento celular das cepas
selecionadas como produtoras de EPS foi avaliado. Cultivos submersos em triplicata
foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 150 mL de meio
minimo de Vogel (VOGEL, 1956), 20 g L' de glicose e 10 mL de inéculo
padronizado. Os frascos foram incubados em incubador orbital (shaker) a 28 °C, 150
rpm por 96h. O contetdo de EPS e biomassa micelial foram quantificados a cada 24
horas e foram calculados os parametros encontrados no item 4.2.6: fator de
converséao do substrato em exopolissacarideo (Yess), fator de conversdo do substrato
em biomassa celular (Yxs), fator de conversdo de biomassa em exopolissacarideo
(Yrix), produtividade volumétrica em exopolissacarideo (Qp), produtividade
volumétrica em biomassa (Qx), taxa de consumo de substrato (Qs) e percentual de

consumo de substrato (Y%).

4.2.4 Recuperacao e quantificacdo do EPS e da biomassa celular

O caldo de cultivo foi separado da biomassa micelial por centrifugacdo (1500
X g, 30 min.). O EPS presente no caldo foi precipitado com 3 volumes de etanol
95%, por 24h sob refrigeracédo (5 °C) sendo posteriormente purificado por dialise
contra agua destilada sob refrigeracédo durante 7 dias e desidratado em estufa com
circulacao de ar a 50 °C.

A biomassa micelial foi lavada trés vezes com agua destilada a 60 °C, para

retirar do EPS residual, sendo posteriormente desidratada a 70 °C em estufa até
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massa constante. O EPS e a biomassa micelial foram quantificados
gravimetricamente apos secagem.

4.2.5 Avaliacao do conteudo de carboidratos totais nos EPS
O conteudo de carboidratos totais das amostras de EPS desidratados foi

quantificado pelo método fenol-sulfurico (DUBOIS, 1956). Curva de calibracdo de

glicose (10-60 pg mL) foi utilizada como padréo.

4.2.6 Determinacédo de parametros fermentativos

Ao término do ensaio cinético, foram determinados o0s parametros
fermentativos relacionados a producdo de exopolissacarideo e biomassa micelial

das cepas selecionadas como produtoras de EPS quanto a

a) Rendimento em EPS - Fator de converséo do substrato em
exopolissacarideo (Yrss), calculado pela Equacéo 1:

Pf_Pi

Si—Si

Ypis=

(1)

Onde:

Yr /s = Fator de conversado de substrato em exopolissacarideo (g g2);
P: = Produto final, contetido de exopolissacarideo final (g L%);

Pi = Produto inicial, conteido de exopolissacarideo inicial (g L™);

St = Substrato final, contetido de glicose no final do cultivo (g L?);

Si = Substrato inicial, conteido de glicose no inicia do cultivo (g L™?).

b) Rendimento em biomassa celular — Fator de conversdo do substrato em

biomassa celular (Yxss), calculado pela Equacgao 2:

Xf_Xi

Yxis= N2
“*T S s @



Onde:

Yx s = Fator de converséo de substrato em biomassa celular (g g%);
Xi = Biomassa final (g L™?);

Xi = Biomassa inicial (g L'%);

St = Substrato final, contetido de glicose final do cultivo (g L™?);

Si = Substrato inicial, contetido de glicose no inicio do cultivo (g L™).

c) Rendimento especifico — Fator de conversdo de biomassa

exopolissacarideo (Yrix), calculado pela Equacgéo 3:

Pf_Pi

Y = 3
i Xt — Xi 3)
Onde:

Yr 1 x= Rendimento especifico (g g1);
Ps

Pi

= Produto final, contetido de exopolissacarideo final (g L™t);

= Produto inicial, contetido de exopolissacarideo inicial (g L?);
Xi = Biomassa celular final (g L1);

Xi = Biomassa celular inicial (g L?).

d) Produtividade volumétrica em exopolissacarideo (Qr), calculado pela
Equacéo 4:

Pf - Pi
=T )

Onde:
Qr = Produtividade volumétrica em produto (g L't h1);

P: = Produto final, contetido de exopolissacarideo final (g L%);

Pi = Produto inicial, conteido de exopolissacarideo inicial (g L™);
At = Tempo de cultivo (h).

23
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e) Produtividade volumétrica em biomassa celular (Qx), calculado pela Equacéo

5:

Qx = AoA N X (5)

Onde:

Qx = Produtividade volumétrica em biomassa celular (g L't HY);
Xt = Biomassa celular final (g L™);

Xi = Biomassa celular inicial (g L™?);

At = Tempo de cultivo (h).

f) Taxa de consumo de substrato (Qs), calculado pela Equacao 6:

9)

_Si—St

Qs A (6)

Onde:
Qs = Taxa global de consumo de substrato — glicose (g L't HY);
St = Substrato final, contetido de glicose final do cultivo (g L?);

Si = Substrato inicial, contetido de glicose no inicio do cultivo (g L%);
At = tempo de cultivo (h).

Percentual de consumo de substrato (Y%), calculado pela Equagéo 7:

Yow= Sl __Sf x100 )

Onde:
Y % = Percentual de consumo de substrato (glicose);
St = Substrato final, contetido de glicose no final do cultivo (g L?);

Si = Substrato inicial, contetido de glicose no inicio do cultivo (g L1);
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4.2.7 Andlise estatistica

Dados referentes a producdo de exopolissacarideos pelos fungos
filamentosos (isolados 6 e 14) foram submetidos a analise estatistica. Foi utilizado
para a andlise estatistica o software R (Development Core Team), onde foi realizado
o teste de normalidade (Shapiro-Wilk), homocedasticidade (teste de Levene) e o
teste t de Student com variancia homogénea. Todas analises foram realizadas com

nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

4.3 CARACTERIZACAO PARCIAL DOS EXOPOLISSACARIDEOS ISOLADOS

4.3.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de Fourier —
Reflectancia Total Atenuada (IV-TF/RTA)

Os espectros de infravermelho das amostras de exopolissacarideos
liofilizados foram obtidos em espectrofotdmetro Frontier (Perkin Elmer, EUA), na
regido de 4000 a 400 cm, com resolugcédo de 2 cm™ e nimero de acumulacdes de
16 varreduras, utilizando o acessorio de reflectancia total atenuada (RTA).

4.3.2 Analise por Difracdo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de raios-X das amostras liofilizadas foram obtidos em
difratbmetro MiniFlax 600 (Rigaku, USA), usando fonte de radiacdo de cobre (CuKa
=1,5418 A), corrente de 15 mA, voltagem de 40 kV, faixa de varredura de 10° a 60°,

velocidade de varredura de 5° min! e passo de 0,02° (26).

4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para obtencdo das micrografias foi utilizado microscépio eletrénico de
varredura de bancada TM3000 (Hitachi, USA). As amostras liofilizadas foram
dispersas em fita de carbono e cobre e as imagens foram obtidas em amplitudes de
100, 500, 800 e 2000 vezes.
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4.4 ANALISE DE SOLUBILIDADE EM AGUA

Para determinar a solubilidade dos exopolissacarideos em agua, foram
suspensos 1,5 mg do polissacarideo produzido em 10 mL de agua destilada, sob
agitacdo constante a temperatura ambiente. Apds 24 horas de solubilizacdo em
agua, as amostras foram submetidas a centrifugacéo (3500 x g, 15 minutos) e entéo
o sobrenadante foi utilizado para a determinacdo de acgUcares totais pelo método
fenol-sulfarico (DUBOIS,1956), utilizando glicose como padrdo. Os resultados foram
quantificados em porcentagem de massa solluvel, em gramas, para 100 mL de agua
(KAGIMURA et al, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DAS CEPAS FUNGICAS POTENCIALMENTE PRODUTORAS
DE EXOPOLISSACARIDEOS: ENSAIO DE BIOPRODUCAO

Na Tabela 1, estdo descritas as vinte cepas fungicas isolados e utilizados
para o teste de avaliacdo da bioproducédo de exopolissacarideos. Dentre as cepas
fungicas isoladas, grande parte apresentou micélio aéreo pigmentado, de tamanho
variavel, textura algodonosa e por vezes pulverulenta, com relevos rugosos e
crateriformes.

Os ensaios com fermentacbes submersas mostraram que dos vinte fungos
filamentosos estudados, apenas duas cepas demonstraram potencial para a
producado de exopolissacarideos. Como pode ser visto na Tabela 1, os isolados n.° 6
e n.° 14 produziram exopolissacarideos nas condi¢cdes de fermentacdo submersa
avaliada. Apos a etapa de desidratacdo do caldo fermentado livre de células, foi
possivel verificar a formagcédo de uma pequena camada gelatinosa sobre a superficie,
indicando a separacdo de macromoléculas polissacaridicas. Observando as
caracteristicas das cepas produtoras de exopolissacarideo, € possivel notar
semelhanca quanto aos micélios aéreos de ambas, apresentando coloracdo branca,
e auséncia de pigmentacao escura no meio de cultivo. Outro aspecto observado, foi
a producéo de algum tipo de pigmento pelo isolado denominado “cogumelo marrom

3”, 0 que pigmentou o caldo de cultivo com uma coloracdo verde-acinzentada.
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Tabela 1 — Caracteristicas macromorfolégicas e avaliacdo do potencial de producéo de
exopolissacarideos pelas cepas fungicas isoladas.

Identificacdo Cultivo em agar Ensacl)o de

Sabouraud-cloranfenicol producao de EPS

I i 7

FSA4

Isolado
Tronco de arvore

Isolado Cogumelo

Isolado Cogumelo M

Isolado

Cogumelo Marrom 1

Isolado Madeira



Isolado
Cogumelo Preto 1

Isolado
Cogumelo Marrom 2

Isolado
Cogumelo Preto 2

Isolado
Cogumelo Marrom 2

Isolado F1

Isolado
arvore Verde

Isolado
Cogumelo Marrom 3

29
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Isolado
cogumelo vermelho 1

Isolado
cogumelo vermelho 2

Isolado
orelha de pau 2

Isolado 1 Branco

Isolado 2 Branco

Isolado 14




31

Isolado 6

As cepas n.° 6 e 14 isoladas de basidiomas de fungos crescidos naturalmente
nos gramados do campus Pato Branco da UTFPR, foram entdo selecionadas como
produtoras de EPS e estudadas quanto a cinética de crescimento e producdo de
EPS em meio Minimo de Vogel contendo glicose como fonte de carbono.

Os resultados da cinética dos cultivos submersos dos isolados 6 e 14
(tabelas 2 e 4) descreverem quantitativamente tanto a producdo de
exopolissacarideo como de biomassa micelial ao longo do cultivo.

De acordo com a Tabela 2 e Figura 1, o isolado 6 foi bastante efetivo no
consumo do substrato glicose, sendo observado um consumo de 73% (14,60 g L1)
nas primeiras 24h de cultivo. Neste mesmo periodo foi verificado uma producéo de
EPS (Pr) de 0,25 g L e producéo de 0,95 g L de biomassa micelial. Apés 48h
houve um aumento de 48% no contetido de EPS no caldo de cultivo (0,37 g L) e
intenso crescimento micelial (2,63 g L). Maiores conteldos de exopolissacarideo
foram encontrados apds 72h de cultivo (1,31 g L), o que foi acompanhado por um
consumo global de 78,8% do substrato (18,01 g L) e acimulo de 4,63 g L de
biomassa micelial.

Em 96h de cultivo foi verificado uma redugdo do contetido de EPS (0,60 g L?)
no meio de cultivo em relacédo a 72h, embora o fungo tenha continuado a crescer e
atingido um contetido 80% superior (8,36 g L) ao verificado em 72h. Essa reducéo
no contetdo de EPS possivelmente esta associada a reduc¢do do contetdo global do
substrato glicose o que pode ter levado a um desbalanco energético e consequente
hidrolise do EPS por hidrolases produzidas pelo proprio fungo. A reducdo do
conteudo de EPS em tempos prolongados de fermentacéo, ja foi relatado por Cunha
et al. (2012) em cultivos com o ascomiceto Lasidiplodia theobromae MMPI (produtor
de (1—»6)-p-D-glucana, lasiodiplodana) em meio a base de glicose. Tais autores
correlacionaram a reducdo do conteudo de EPS com a possivel producédo de B-

glucanase no final do cultivo.
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Com relacdo aos valores de pH, foi verificado uma pequena reducao do pH

inicial do meio (5,7) para 4,8 no final do cultivo.

Tabela 2 - Producdo média de biomassa micelial e EPS, variacdo do pH do meio e percentual
de consumo de substrato ao longo do cultivo com o isolado n.° 6.

Ensaio Tempo (h) pH Biomassa“ (g L!) EPS*(gL?') Consumo
(Px) (Pr) (%)
1 24 572 0,95+ 0,08 0,25+ 0,02 73,0
2 48 5,22 2,63 £ 0,05 0,37 £ 0,03 75,0
3 72 4,82 4,63 +£0,01 1,31 £ 0,03 78,8
4 96 4,71 8,36 + 0,03 0,60 = 0,05 84,7

"Biomassa micelial, *exopolissacarideo.

—m— Biomassa (g L")
—a— Glicose (g L™
—e—EPS(gL")

25

Log 1.2

0,8
06
0,4
0,2

0,0

Tempo (h)

Figura 1 — Perfil de produgéo EPS, crescimento micelial e consumo de substrato ao longo de
96 h de cultivo do isolado n° 6.

Na Tabela 3 estéo descritos os parametros fermentativos do cultivo submerso

do isolado 6 em 72 horas de cultivo. Pode ser verificado que o fungo foi eficiente no

consumo de substrato (Yc), assimilando quase 85% do conteudo de glicose do meio.

Também foi bastante eficiente quando ao crescimento celular (Px = 4,63 gL?') e a
producdo de EPS (Pp = 1,31 g L?). Os valores de rendimento em EPS (Yrrss),

biomassa celular (Yxs) e rendimento especifico (Yrix) foram 0,08 g g%, 0,24 g gt e

0,32 g g1, respectivamente.

Os valores de produtividade volumétrica indicam que embora o fungo seja um

produtor de exopolissacarideo, ele apresenta uma maior capacidade de conversao

do substrato em célula do que em exopolissacarideo. A produtividade em biomassa
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celular (Qx) foi de 0,06 g L h't, enquanto a produtividade em EPS (Qr) foi de 0,02 g
Lt hl

Tabela 3 - Parametros fermentativos do processo de producéo de exopolissacarideo pelo
isolado 6 em 96 h.

Parametros fermentativos Resultados
Pp@L™) 1,31+0,03
Px@L™) 4,63 £ 0,01
Yris (9 g?) 0,08
Yws (g g?) 0,24
Yeix (g gt) 0,32
Qe(gL™h?) 0,02
Qx(gLth?) 0,06
Qs(gLth? 0,24
Yo 84,77

Pe: Producéo de exopolissacarideo, Px: producdo de biomassa celular, Ypss: fator de converséo de
substrato em produto, Yxs: fator de conversdo de substrato em biomassa, Yeix: produto formado por
unidade de célula (rendimento especifico), Qp: produtividade volumétrica em produto, Qx:
produtividade volumétrica em biomassa celular, Qs: taxa global de consumo de substrato e Yo
percentual de consumo de substrato.

O crescimento micelial apos 72 h de cultivo do isolado 14 (2,64 g L) foi 43%
inferior ao verificado com o isolado n.° 6 (4,63 g L?) (Tabelas 3 e 4). Da mesma
forma, menores valores de rendimento em EPS (Yris 0,07 g g*), em biomassa (Yxs
0,14 g g?) e produtividades volumétrica em EPS (Qp 0,01 g L* h') e em biomassa
(Qx 0,03 g L* h?) nos cultivos com o isolado 14. Por outro lado, € interessante notar
gue o cultivo com o isolado 14 apresentou um maior rendimento especifico (Yr/x 0,50
g g'), o qual relaciona o quanto de EPS é produzido em relacdo ao contetdo de
células (Tabela 5).

O comportamento do pH foi similar em ambos os cultivos, com pequena

acidificacdo do meio ao longo do processo.
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Tabela 4 - Producdo média de biomassa micelial e EPS, variacdo do pH do meio e percentual

de consumo de substrato ao longo do cultivo com o isolado n.° 14

Ensaio Tempo (h) pH Biomassa“ (g L?) EPS*(gL?') Consumo
(%)
1 24 5,79 0,44 £ 0,04 0,02+0,01 65,0
2 48 4,76 2,19+£0,05 0,31 +£0,01 72,2
3 72 4,63 2,64 0,04 1,06 £ 0,17 75,1
4 96 4,56 3,60 = 0,09 0,25 + 0,02 82,2
"Biomassa micelial, *exopolissacarideo.
5 —a— Biomassa (g L'1) 2 1o
—aA— Glicose (g L'ﬂ)
—e—EPS(gL”) . 20 .
L1s [
16 Log

0,6

0,4

-02

-0,0

Tempo (h)

Figura 2 - Perfil de producéo EPS, crescimento micelial e consumo de substrato ao longo
de 96 h de cultivo do isolado 14.

N&o foi observado diferenca estatistica significativa entre a producdo de

exopolissacarideos pelo isolado 6 e isolado 14, apOs teste de hipotese de

comparacao entre duas médias empregando teste t para variancias homogéneas

(Tabela 6).

Conforme resultados expressos no software R, a estatistica do teste t, de

acordo com as médias das cepas produtoras, foi de 2,4612 e a concluséo do teste

(p-valor) foi de 0,1254, confirmando assim a aceitagdo da hipotese HO: Hisolado 6 =

Misolado 14, aMbos considerando nivel de significancia de 5% (a = 0,05).
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Tabela 5 - Parametros fermentativos do processo de producéo de exopolissacarideo pelo
isolado 14 em 72h.

Parametros fermentativos Valores
Pp g L) 1,06 +£ 0,03
Px @ L?) 2,64 £ 0,04
Yeis (9 g?) 0,07
Yxs (g gt) 0,14
Yeix (g gt) 0,50
Qe (g Lt h) 0,01
Qx(gLth?) 0,03
Qs(gLth? 0,21
Yo% 75,10

Pp: Producéo de exopolissacarideo, Px: produgcdo de biomassa celular, Ypss: fator de conversao de
substrato em produto, Yxs: fator de conversdo de substrato em biomassa, Ypix: produto formado por
unidade de célula (rendimento especifico), Qp: produtividade volumétrica em produto, Qx:
produtividade volumétrica em biomassa celular, Qs: taxa global de consumo de substrato e Yo:
percentual de consumo de substrato.

Tabela 6 - Andlise estatistica da producéo de exoplissacarideos pelos isolados 6 e 14.

Fungo filamentoso EPS (g L%
Isolado 6 1,31 +0,032
Isolado 14 1,06 £ 0,032

3l etras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa entre as médias (a = 0,05).

5.2 CARACTERIZACAO PARCIAL DOS EXOPOLISSACARIDEOS

5.2.1 Andlise por espectroscopia na regido do Infravermelho — Refletancia Total
Atenuada (IV-TF/RTA)

Os espectros IV-TF/RTA dos EPS representados na Figura 3, demonstraram
grande similaridade entre si, no que se refere a estrutura quimica. Bandas
caracteristicas de polissacarideos, nas regides de 4000 a 500 cm™ foram
observadas (ALZORQI et al., 2016).

A banda de absorcdo entre 3500 e 3000 cm™, presentes em ambos os
espectros, representa vibracdes de estiramento O-H, a mesma relatada também por

Fonseca (2017) em exopolissacarideos produzido por um fungo filamentoso isolado
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de casca de palmeira. Bandas de absorcdo caracteristicas de vibracdes de
estiramento C-H em 2930 cm também foram observadas, como ja descrita por
Calegari (2016) em lasiodiplodana ((1—6)-B-D-glucana) produzida pelo fungo L.
theobromae MMPI.

Bandas de absorcéo na regido de 1640 cm™ foram observadas em ambos os
EPS, e foram atribuidas as vibracdes de anel de glicose (LUNA, 2018). Bandas de
absorcédo nas regides entre 1420 e 1200 cm™, caracteristicas de deformacédo de C-H
e O-H, bastante comum em carboidratos (ALZORQI et al, 2016) foram encontradas
nas amostras de isolado 6 e 14. Banda de absorcéo forte em 1032 cm foi atribuida
a vibragcdo de alongamento C-O. Banda de absorcdo em 862 cm™, observada em
ambas as amostras, pode estar associada a presenca de ligagdes B glicosidicas nos
exopolissacarideos (NETO, 2011; WANG et al, 2012)

120 - —— EPS isolado 6
EPS isolado 14

100

80

Transmitancia (%)

60

Ho4+—v—w——r+—+—7—"-+—7-—7———7—7
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda (cm™)

Figura 3 - Espectros de Infravermelho dos exopolissacarideos produzidos pelos isolados 6 e
14.

5.2.2 Anédlise por Difracédo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas obtidos das amostras de exopolissacarideos produzidos
estdo mostrados na Figura 4.
Comumente, polissacarideos apresentam difratogramas com caracteristica

tipica de uma matriz amorfa, com picos largos e de baixa intensidade (VEVERKA,
2014).
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Perfil difratométrico semelhante entre os EPS produzidos (Figura 4) foram
observados. Interessante notar, que foram verificados picos de difracdo afiados
(estreitos) na regido 21° (260) e 23° (26), indicando regibes de cristalinidade e
organizacdo molecular em ambos os exopolissacarideos produzidos.

Os difratogramas dos EPS apresentaram diferencas (de baixa intensidade)
apenas nos picos 38°, 39° e 41° (26), os quais sdo observados somente no EPS do
isolado 14, revelando que este possui uma por¢ao maior de regides semicristalinas
do que o EPS do isolado 6.

Calegari (2016), Luna (2016) e Sechi (2016) encontraram o mesmo perfil
difratométrico, obtendo 0s mesmos picos em 21° 23° e 39° (20) para a
lasiodiplodana, (1—6)-B-D-glucana bruta, que apresentou regides amorfas e outras
semicristalinas.

Fonseca (2017) observou perfil difratométrico semelhante em um EPS
produzido por um novo fungo filamentoso isolado de casca de palmeira, onde picos
de difracdo em 21°, 23° e 39° em 26 foram encontrados, que indicam estrutura

amorfa com regides semicristalinas.

—— EPSisolado 6 |
—— EPS isolado 14

1000

800 —

600

Intensidade

400 — ﬂ

M/( I\
_MJ u“ WWM

°20

Figura 4 - Difratogramas de Raios-X dos exopolissacarideos produzidos pelos isolados 6 e 14.

5.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
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As micrografias dos EPS obtidas com amplitudes de 100, 500, 800 e 2000
vezes estdo apresentadas na Figura 5.
EPS isolado 6 EPS isolado 14

UTFPR

ELUASI0E 1504 1 a8

UTFPR 20180508 1504 H o D48 30 um H  b44

Figura 5 - Micrografias com amplitudes de 100 X (B), 500 X (C), 800 X (D) e 2000 X (E),
referentes aos exopolissacarideos do isolados 6 (a esquerda) e 14 (a direita).
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A estrutura da superficie das amostras de EPS (amostra 6 e 14) apresentaram
similaridades entre si, especialmente quanto a presenca de fibras ao longo da area
superficial.

Nas amplitudes de 100 X e 500 X é possivel verificar, em ambas as amostras,
a presenca de um filme fino e translicido que parece envolver as fibras ao longo da
area superficial. Um aspecto que parece diferenciar um pouco as duas amostras &
presenca de particulas com tamanhos e formas diferentes, entre as quais parecem

estar dispersas sobre a superficie do EPS produzido pelo isolado 14.

5.3 ANALISE DE SOLUBILIDADE EM AGUA
A solubilidade é um parametro de grande importancia para determinar o
potencial de aplicacdo de exopolissacarideos, pois moléculas hidrossolaveis

apresentam maior facilidade na obtencdo de produtos homogéneos, ideais para

aplicacdes biotecnolégicas.

Tabela 7 - Determinacdo da Solubilidade dos exopolissacarideos.

EPS Massa Inicial Volume de agua Massa Dissolvida Solubilidade
(mg) (mL) (mg mL™) (%)
Isolado 6 15 10 0,071 + 0,002 47,08
Isolado 14 1,5 10 0,053 + 0,002 35,42

De acordo com a Tabela 7, os exopolissacarideos obtidos dos Isolados 6 e 14
apresentaram solubilidade de 47,08% e 35,42%, respectivamente. Valores
relativamente mais baixos (2,80% e 0,42%) foram encontrados recentemente por
Calegari (2016) ao determinar a solubilidade da lasiodiplodana (1—6)-B-D-glucana
bruta e modificada por sulfonagéo (respectivamente), produzida pelo Lasiodiplodia
theobromae MMPI. Kagimura (2016), apdés determinar a solubilidade para a
lasiodiplodana (1—6)-B-D-glucana modificada por carboximetilacdo encontrou valor
de 63%, valor alto, quando comparado com o0s polissacarideos fangicos aqui
estudados.

Fonseca (2017) ao avaliar a solubilidade de um novo exopolissacarideo
produzido por um fungo filamentoso ainda ndo identificado, encontrou elevada

solubilidade (68,5%), frente aos estudos anteriormente relatados.
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6 CONCLUSAO

Vinte cepas de fungos filamentosos foram isoladas de diferentes matrizes e
duas cepas demonstraram potencial para a producdo de exopolissacarideos em
meio minimo de Vogel com glicose como fonte de carbono. O isolado n.° 6 produziu
1,31 gL'eoisolado n.° 14, 1,06 g L'* de EPS apés 72 h de cultivo submerso.

O isolado n.° 6 demonstrou maior potencial de crescimento micelial e
melhores rendimentos em EPS e Biomassa, bem como maior assimilagdo do
substrato.

Os espectros de infravermelho indicaram que as amostras apresentam
bandas caracteristicas de polissacarideos e que possivelmente apresentem
estruturas quimicas bastante similares entre si.

A andlise por Difratometria de Raios—X (DRX) mostrou que ambos
exopolissacarideos possuem estrutura predominantemente amorfa, com presenca
de algumas regifes semicristalinas.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) revelou uma estrutura superficial
contendo varias fibras ao longo de toda a superficie, em ambas as amostras de
EPS. O EPS produzido pelo isolado n.° 14 apresentou estruturas particulas com
formas e tamanhos irregulares distribuidas ao longo de toda a area superficial.

Ambos os EPS produzidos demonstraram ter apreciavel solubilidade em agua
(42,08% e 35,42%) comparados a outros EPS produzidos por fungos filamentosos.

O presente estudo permitiu a selecdo de novas cepas fungicas produtores de
exopolissacarideos, os quais sdo macromoléculas de grande interesse industrial.
Estudos futuros sdo necessarios para a determinacdo da estrutura quimica de tais
macromoléculas, identificacdo molecular dos isolados flngicos, bem como a

avaliacdo do potencial bioldgico e funcional dos exopolissacarideos.
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APENDICE E ANEXOS

APEDICE A — CURVA PADRAO DE ACUCARES TOTAIS — CINETICA
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ANEXO A - TABELA TESTE T DE STUDENT
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« Bilateral: 0,40 0,20 0,10 0,05 0,02 0,01
gl o Unilateral: 0,20 0,10 0,05 0,025 0,01 0,005
1 1,376 3,078 6,314 12,706 31,821 63,656
2 1,061 1,886 2,920 4,303 6,965 9,925
3 0,978 1,638 2,353 3,182 4,541 5,841
4 0,941 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604
5 0,920 1,476 2,015 2,571 3,365 4,002
6 0,908 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707
7 0,896 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499
8 0,889 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355
9 0,883 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250
10 0,879 1,372 1,812 2,228 2,764 3,169
11 0,876 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106
12 0,873 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055
13 0,870 1,350 1,771 2,160 2,650 3,012
14 0,868 1,345 1,761 2,145 2,624 2,977
15 0,866 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947
16 0,865 1,337 1,746 2,120 2,583 2,921
17 0,863 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898
18 0,862 1,330 1,734 2,101 2,652 2,878
19 0,861 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861

Fonte: Universidade Federal do Mato Grosso.



