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RESUMO

A atividade metabdlica fangica, especialmente nos endofiticos, favorece a secrecdo de
moléculas como antibi6ticos, pigmentos, enzimas e polissacarideos, que podem ser aplicadas
nas industrias alimenticia, cosmética, farmacéutica, entre outras. A diversidade quimica dos
exopolissacarideos (EPS) bem como a possibilidade de sua utilizagdo como substrato para
diferentes modificacbes quimicas (carboxilagdo, sulfatacdo e metilacdo) aumentam seu
espectro de aplicacdo. Realizar o cultivo submerso dos fungos endofiticos Neofusicoccum
parvum, Fusarium sp e Colletotrichum gloeosporioides para a produgdo de EPS foi o
primeiro objetivo deste trabalho. Uma vez obtidos, os EPS foram purificados e quimicamente
caracterizados. Sulfatacdo e ensaio da atividade anticoagulante foram realizados. Os
parametros concentragdo de inoculo e tempo de cultivo foram estabelecidos para maior
producdo dos EPS, por fermentacdo submersa. Etapas de purificacdo, por centrifugacéo,
foram efetuadas ap0Os analises por cromatografia de exclusdo estérica a alta pressdo, com
deteccdo por indice de refracdo (HPSEC/RID). Os EPS purificados [precipitado do C.
gloeosporioides (C. gloeosporioidesprec) € 0s trés sobrenadantes] mostraram-se praticamente
isentos de proteinas. A hidrolise acida e subsequente andlise dos hidrolisados por
cromatografia de troca anibnica a alta pressdo com deteccdo por amperometria pulsada
(HPAEC/PAD) indicaram que apenas o C. gloeosporioidesprec €ra uma glucana. A analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS) mostrou um unico
derivado, 1,3,5 tri-O-acetil, 2,4,6-tri-O-metil glucitol com fragmentos de massa (m/z 118, 161,
203, 234.1) condizente com uma glucana do tipo (1—3). Os espectros de FT-IR apresentaram
sinais na regido de impressdo digital, 926 cm™ e 820 cm?, tipicos de polissacarideos em
configuracdo o. Esses resultados foram confirmados por ressonancia magnética nuclear
bidimensional (HSQC), com um unico acoplamento Ci/Hi, em 99,3/5,18 ppm e um sinal
deslocado para campo baixo, 82,8/3,74 ppm, caracteristico de C-3 substituido, indicando que
o EPS ¢ uma o-(1—3)-glucana. A sulfatagdo desta molécula resultou em a-(1—3)-D-
glucanasusr com DS de 0,75 que foi utilizada nos ensaios de atividade anticoagulante. O
aumento do tempo para a coagulacdo, nos testes do APTT (Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada) e TT (Tempo de Trombina), foi concentragcdo-dependente, indicando que [a-(1—3)-
D-glucanasuif] pode atuar como um inibidor da via intrinseca da coagula¢do sanguinea e da
conversao do fibrinogénio em fibrina, caracterizando-a como um potencial anticoagulante.

Palavras-chaves: Fungos endofiticos, Colletotrichum gloeosporioides, a-(1—3)-glucana,

Sulfatacdo, Atividade anticoagulante.



ABSTRACT

Fungal metabolic activity, especially in the endophytic, favors secretion of molecules such as
antibiotics, pigments, enzymes and polysaccharides, which can be applicable by food,
cosmetic and pharmaceutical industries, and others. The chemical diversity of the
exopolysaccharides (EPS), as well as the possibility of their use as substrate for different
chemical modifications (carboxylation, sulfation and methylation) increases their application
spectrum. Submerged cultivation of the endophytic fungi Neofusicoccum parvum, Fusarium
sp and Colletotrichum gloeosporioides for the production of EPS was the first aim of this
study. Once the EPS were obtained, they were purified and chemically characterized.
Chemical modification by sulfation and anticoagulant activity assays were performed.
Cultivation to obtain EPS were performed in submerged fermentation. The inoculum
concentration and incubation time parameters were set in order to obtain a higher amount of
EPS. Purification by centrifugation was performed after analysis by high pressure steric
exclusion chromatography with refractive index detection (HPSEC / RID). Purified EPS
[precipitate of C. gloeosporioides (C. gloeosporioidesyrec) and the three supernatants] proved
to be virtually free of protein polysaccharides. Acid hydrolysis and subsequent analysis of the
hydrolysates with high performance anionic exchange chromatography with amperometric
detection (HPAEC/PAD) indicated that only the C. gloeosporioidesyrec Was a glucan. Analysis
from gas chromatography and mass spectrometry showed a single derivative, 1,3,5-tri-O-
acetyl, 2,4,6-tri-O-methyl glucitol with mass fragments (m/z 118, 161, 203, 234.1) consistent
with a (1—3)-glucan. FT-IR spectra showed absorption bands typical from carbohydrate and
signals in the digital region at 926 cm™ and 820 cm™, typical of polysaccharides in the a-
configuration. These results were confirmed by two-dimensional nuclear magnetic resonance
(HSQC), with a single Ci/H1, in 99.2/4.98 ppm, typical of one a bonding, and low-field
82.6/3.55 ppm signal displacement, characteristic of substituted C-3, indicating that EPS is an
a-(1—3)-glucan. Sulfation of this molecule resulted in o- (1—3)-glucansus with DS of 0.75
which was used in the anticoagulant activity assays. The increase in coagulation reaction time
in the APTT (Activated Partial Thromboplastin Time) and TT (Thrombin Time) tests was
concentration-dependent, indicating that [a-(1—3)-D-glucansus] might act as an inhibitor of
the intrinsic via of blood clotting and conversion of fibrinogen into fibrin, characterizing it as
a potential anticoagulant.

Keywords: Endophytic fungi, Colletotrichum gloeosporioides, o-(1—3)-glucan, Sulfation,

Anticoagulant activity.
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1 INTRODUCAO

Os fungos endofiticos, a maioria pertencente ao filo Ascomycota, sdo reconhecidos
como secretores de biomoléculas, entre elas os polissacarideos. A classificacdo dessas
macromoléculas conforme sua localizacdo no organismo produtor pode ser: polissacarideos
citosolicos (fontes de carbono e energia para a célula), polissacarideos de parede celular,
ligados ou ndo a proteinas, e polissacarideos secretados para o meio extracelular, formando
capsulas ou biofilme, denominados exopolissacarideos (EPS). Em destaque, 0s
exopolissacarideos produzidos por bactérias e fungos tém sido amplamente aplicados nas
industrias de alimentos, medicamentos, cosmeticos, entre outras.

Dentre os exopolissacarideos secretados pelos fungos estdo as glucanas, que
apresentam diferencas no comportamento fisico e quimico, principalmente em relagdo a
solubilidade e viscosidade, resultantes de diferengas na estrutura primaria, massa molecular,
extensdo e ramificacdo dos substituintes da cadeia lateral e a presenca de grupos quimicos
ionizaveis.

Alguns EPS microbianos apresentam acdo antitumoral, imunoestimuladora, anti-
hipertensiva, antioxidante, anticoagulante, entre outras.

A acdo anticoagulante é apresentada pelos polissacarideos que sdo naturalmente ou
quimicamente sulfatados. Glucanas fungicas quimicamente sulfatadas do tipo P(1—6),
B(1—3) e B(1—3, 1—6) tém sido avaliadas como anticoagulantes, uma vez que aumentam o
tempo para a formacao do coagulo nos testes classicos como APTT (tempo de tromboplastina
parcial ativada) e TT (tempo de trombina), de maneira concentracdo-dependente. H& um
grande interesse na descoberta de novas substancias com acdo medicamentosa semelhante a
heparina (potente atividade anticoagulante), que por ser um polissacarideo de origem animal
pode transmitir doencas por meio de prions como, por exemplo, encefalite espongiforme
bovina (BSE).

A proposta deste trabalho foi avaliar a producdo de exopolissacarideos pelos fungos
endofiticos Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e Colletotrichum gloeosporioides.
Caracterizar quimicamente o EPS considerado puro e modifica-lo por sulfatacdo, ensaiando-o

nos testes de atividade anticoagulante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos filamentosos produtores de exopolissacarideos (EPS)

Os fungos sdo seres cosmopolitas, eucariotos e podem ser leveduriformes, formando
um pseudomicélio, ou constituir hifas, compondo um micélio verdadeiro. A maior diversidade
fungica encontra-se em regides tropicais, caracterizada por clima quente e Umido, que
favorece sua multiplicacdo (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). Estima-se que, mundialmente,
existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos, das quais estdo descritas
aproximadamente 70.000 (~5 %) (AINA et al., 2012). S&o conhecidos popularmente como
bolores, mofos e cogumelos (comestiveis ou alucindgenos). Decompde substratos de
diferentes origens através das enzimas secretadas e utilizam os produtos da biodegradacdo no
seu metabolismo e crescimento, por extensdo e ramificacdo de hifas (FANG; LEGER, 2010).

Os estudos sobre a biologia celular de fungos filamentosos foram acentuados a partir
do século XIX e demonstraram que estes organismos podem causar doencas em animais, em
humanos e em vegetais. A biologia da infeccdo fangica € melhor compreendida em conjunto
com a genética molecular e as imagens de células vivas, evidenciando a base molecular da
morfogénese, o funcionamento celular e o crescimento das hifas (STEINBERG; SCHUSTER,
2011).

A interacdo dos fungos com tecidos e Orgdos de outros organismos vivos, pode
ocorrer de trés maneiras: como patdgenos, ou seja, causadores de doencas, epifiticos e
endofiticos, que vivem, respectivamente, na superficie e interior dos hospedeiros sem causar
danos (AZEVEDO, 1998). Os fungos podem ainda apresentar seletividade parcial em relacao
aos hospedeiros ou seus tecidos (PERSOH et al., 2010).

Durante os processos da interacdo fungo/hospedeiro, diversas moléculas podem ser
produzidas para favorecer essa ligacdo, como enzimas, pigmentos, acidos organicos e
polissacarideos. De acordo com Barbosa e colaboradores (2004), polissacarideos
extracelulares produzidos por fungos ligninoliticos desempenham papel importante no
processo de degradacdo de xenobioticos, uma vez que imobilizam as enzimas extracelulares.
O gel formado pelos polissacarideos impede a desidratacdo da hifa, permite adesdo ao
substrato e entre as células, favorecendo a infeccdo do hospedeiro pelo fungo, auxilia na
imobilizacdo de enzimas extracelulares e estoca nutrientes (MANZONI; ROLLINI, 2001).

Para que a associacdo ecoldgica micorrizica entre uma planta e um fungo possa

ocorrer, é preciso uma interacdo especifica entre o micobionte (fungo) e as células
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hospedeiras. Observacgdes citologicas tém mostrado a presenca de material fibrilar contendo
polissacarideos e glicoproteinas ligando o fungo as células. Um estudo da producdo de
polissacarideos, sollveis em agua, obtidos de micélio micorrizico foi realizado com 22
espécies flngicas, sendo que seis mostraram-se capazes de produzir polissacarideos
extracelulares (OSAKU et al., 2002 apud VASCONCELOQOS, 2009).

Assim, tanto fungos patogénicos quanto ndo patogénicos podem ser explorados para
a obtencdo de metabdlitos naturalmente produzidos, como os polissacarideos, e que possam
ser aproveitados para aplicacdo em diferentes areas industriais (CHAPLA; BIASETTO;
ARAUJO, 2013; SELIM et al., 2012).

Ganoderma lucidum, Agaricus blazei, Lentinus edodes séo alguns dos fungos que
vem sendo estudados nos ultimos vinte anos em relacdo a producdo de polissacarideos
extracelulares (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). Outras espécies fungicas também tém
sido analisadas para obtencdo desses compostos, como Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Penicillium expansum e Syncephalastrum sp, isolados da rizosfera de Rhizopora
annamalayana Kathir, espécie vegetal encontrada em mangues, na india (SHARMILA et al.,
2014). Osinska-Jaroszuk e colaboradores (2015), identificaram alguns fungos, ascomicetos e
basidiomicetos, secretores de exopolissacarideos como Trametes versicolor, Phellinus sp,
Aureobasidium pullulans RYLF-10, Auricularia auricula, Botryosphaeria rhodina DABAC-
P82, Fusarium oxysporum JN604549, entre outros.

Os estudos sobre producdo de EPS fungicos tém se diversificado, incluindo os
endofiticos, principalmente pela capacidade de sintese e secre¢do de metabolitos com ac6es
biologicas especificas que estes micro-organismos apresentam (CHAPLA; BIASETTO;
ARAUJO, 2013; SELIM et al., 2012). Esta sintese pode ser explicada devido a intensa
atividade metabolica dos endofiticos, causada pela necessidade de adaptacdo ao hospedeiro,
especialmente devido aos mecanismos de defesa que estes ultimos apresentam
(SURYANARAYANAN et al., 2009).

A producdo de EPS e de outros compostos fungicos deriva basicamente do
metabolismo que esses micro-organismos realizam. Assim como o crescimento celular, as
atividades metabdlicas realizadas por esses organismos sdo uma resposta as condi¢des fisico-
quimicas do ambiente que os rodeia (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004). Os fungos como
todos os organismos vivos, podem modificar o seu ambiente e utilizar os compostos quimicos
presentes, no meio, como fonte de energia ou como substratos para producdo de metabolitos,
tanto primarios quanto secundarios. E essas moléculas podem, por sua vez, favorecer as

interacOes flngicas com 0s outros organismos, garantindo assim sua manutencao no ambiente.
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2.1.1 Metabolismo flngico: caracteristicas basicas

Os processos biotecnoldgicos exploram o metabolismo flngico classificando-os como
potenciais produtores de metabdlitos primérios e secundérios (GENG et al., 2014). Do ponto
de vista do metabolismo energético, os fungos sdo quimiotroficos, pois dependem de reacbes
de 6xido-reducdo para obtencdo de energia. Heterotroficos por utilizarem a matéria organica
como fonte do carbono necessaria para 0s processos biossintéticos e organotroficos por
usarem doador de hidrogénio de origem orgéanica. O armazenamento de energia por esses
micro-organismos tem como objetivo a manutencdo da célula ativa para a reproducdo e o
crescimento, assim como na organizagdo dos seus constituintes celulares. Os nutrientes do
meio onde 0s micro-organismos se encontram, sdo assimilados nos processos de biossintese,
gerando os metabdlitos primarios e secundarios (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

O metabolismo fangico esta condicionado a captacao apropriada dos substratos, como
fontes de carbono e nitrogénio, alem de elementos tracos. Desta forma, a cinética das reacoes
metabolicas e consequente sintese de produtos do metabolismo podem ser otimizadas
(GRIMM et al., 2005). Entédo o inicio da via metabolica ocorre apds a absorcao e fosforilacao
da glucose pela hexoquinase no citossol (via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)), segue a
formacdo de gliceraldeido, piruvato e finalmente o acetil CoA, molécula principal nos ciclos
dos acidos tricarboxilicos (TCA) e glioxilato. Esses ciclos desempenham papéis importantes
no metabolismo energético dos fungos, sendo que o ultimo parece estar relacionado com sua
viruléncia (GENG et al., 2014). Nos fungos patogénicos o ciclo do glioxilato é empregado
para o glicometabolismo, catabolismo de acidos graxos e aminoacidos, além de utilizar a
acetil Coenzima A (CoA), gerada a partir do piruvato. Propionil-CoA produzido com o acetil-
CoA, durante o metabolismo de lipideos, é toxico para os fungos, entretanto os patogénicos
oxidam a molécula em piruvato através dos ciclos do glioxilato e do metilcitrato, outro ciclo
presente no metabolismo fangico, durante o processo de infec¢do in vivo. O ciclo do
glioxilato ¢ uma via anaplerotica do TCA que permite o crescimento de fungos utilizando
compostos contendo dois carbonos (C2) ignorando os passos de geracdo de gas carbdnico
(CO2) no ciclo do TCA, sendo isocitrato liase e malato sintetase as enzimas utilizadas neste
percurso. Os ATP (adenosina trifosfato) formados durante o metabolismo primario sdo usados
para o crescimento e desenvolvimento fangico, assim como na acdo patogénica (GENG et al.,
2014; MARTINS et al., 2015).

No processo metabo6lico as células microbianas hidrolisam compostos organicos

(como fontes de carbono e energia) de alta massa molecular, em moléculas menores
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(aminoécidos, nucleosideos, vitaminas, carboidratos e &cidos graxos) que, posteriormente, sao
convertidas em macromoléculas como proteinas, coenzimas, é&cidas nucléicos,
mucopeptideos, polissacarideos e lipideos que sdo utilizados para o crescimento microbiano
(SANCHES; DEMAIN, 2002).

Durante o desenvolvimento dos fungos filamentosos ha secrecdo dos produtos como
acidos organicos (&cido citrico, glucénico, fumarico, kdjico, itacbnico e graxos),
universalmente reconhecidos como mediadores do metabolismo, além de &cidos nucleicos,
proteinas, carboidratos, denominados como metabdlitos primarios. Os metabdlitos
secundarios sdo bioativos, de massa molecular pequena, e estdo relacionados com o ciclo de
vida do micro-organismo. Alguns tém importancia para 0os humanos como a penicilina,
cefalosporina, alcaldides, griseofulvina, lovastatina, taxol, zeranol, imunossupressores e
micotoxinas. Alguns fungos séo produtores de biossurfactantes e polissacarideos (KELLER;
TURNER; BENNETT, 2005; WARD, 2012).

A sintese e secrecdo dos diferentes metabdlitos influenciaveis no desenvolvimento
fungico dependem de: (a) genes localizados em clusters (aglomerados); (b) reguladores
globais, que correspondem aos fatores abidticos (fontes de carbono, nitrogénio e pH); (c)
presenca de aminoacidos, peptideos, vitaminas e carboidratos (SORENSEN;
SONDERGAARD, 2014).

2.1.2 Biossintese de exopolissacarideos (EPS)

Os polissacarideos sdo sintetizados e acumulados geralmente ap6s a fase de
crescimento ou quando o micro-organismo se encontra em condi¢ces ambientais
desfavoraveis, representando uma estratégia metaboOlica para sua sobrevivéncia
(MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

A sintese do EPS pode ser dividida em trés fases: assimilacdo de substrato carbdnico;
sintese intracelular de polissacarideo e exsudacdo do polissacarideo para 0 meio extracelular
(DONOT et al., 2012; SELBMANN; STINGELE; PETRUCCIOLLI, 2003).

Dentre os micro-organismos produtores de EPS, as bactérias sdo aquelas que tém a via
biossintética melhor estabelecida e estudada. As enzimas envolvidas na sintese dos EPS estéo
localizadas em diferentes regibes da célula bacteriana e classificadas em quatro grupos:
Grupo |: enzimas intracelulares envolvidas em muitos processos metabdlicos, como a
hexoquinase, que realiza a fosforilagdo da glucose (Glc) para glucose-6-fosfato (Glc-6-P) e

fosfoglucomutase (PGM) capaz de converter a glucose-6-fosfato (Glc-6-P) em glucose-1-
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fosfato (Glc-1-P) (Figura 01); Grupo I1: apresenta a uridina difosfato-glucose pirofosforilase
(UDP-Gilc pirofosforilase), que catalisa a conversédo de Glc-1-P em uridina difosfato-glucose
(UDP-GlIc), que é a molécula-chave na sintese de EPS. O nucleotideo glicosilado presente
durante a biossintese do EPS apresenta duas fungfes, como: (a) na interconversdao de UDP-
Glc em UDP-Gal na presenca de UDP-Gal-4-epimerase e / ou UDP-Glc em UDP-glucurdnico
(UDP- GIcA) na presenca de UDP-Glc-desidrogenase, (b) como fonte de residuos de
monossacarideos durante a sintese dos polissacarideos (Figura 02); Grupo Ill: enzimas
localizadas na membrana celular (glucosil transferases), que transfere os UDP-Glc, ou UDP-
Gal e / ou UDP-GIcA a uma unidade de repeticdo ligada ao transportador glucosil — lipidico,
através da interacdo do monossacarideo por ponte de pirofosfato ao grupo alcool terminal do
isoprenol (transportador lipidico) (Figura 02); Grupo 1V: enzimas (polimerase) situadas no
meio externo da membrana celular estdo, possivelmente, envolvidas na polimerizacdo das
macromoléculas (KUMAR; MODY; JHA, 2007).

Apesar de menos informac6es cientificas a respeito da biossintese de EPS por fungos,
Mahapatra e Banerjee (2013) relatam que Ganoderma lucidum representa um dos principais
modelos para esse estudo. Tang e Zhong (2002) descreveram que as enzimas envolvidas na
sintese de EPS, pelo G. lucidum, podem ser divididas em quatro grupos: (a) participantes do
metabolismo inicial de carboidratos; (b) participantes da sintese e na interconversdo de
nucleotideo glicosilado; (c) glucosil transferase; (d) translocase e polimerase. As enzimas
fosfoglucoisomerase (PGI), envolvidas na formacdo de lactato e alfa fosfoglucomutase (a-
PGM) na producdo do EPS, estdo no ponto de ramificacao entre as via de EMP e via posterior
de biossintese de EPS.

A biossintese fangica de polissacarideos inicia com a¢do da a-PGM sobre a Glc-6-P
para formar a molécula inicial, a Glc-1-P, que por acdo da UDP-Glc pirofosforilase é
catalisada em UDP-Glc, que é a fornecedora de unidades de glucose para a polimerizacdo do
EPS no meio extracelular. Nas situacfes onde o monossacarideo deve ser galactose a UDP—
Glc é transformada em UDP-Gal por meio da UDP-Gal-4-epimerase, ou UDP-GICA pela
UDP-GIc desidrogenase (Figura 01). Os acucares nucleotideos transportam 0s
monossacarideos para o carreador lipidico (isoprenol), responsavel pela realizacdo das
ligacGes glicosidicas entre 0s monémeros de aclcar. Os nucleotideos glicosilados interagem
com a glucosil transferase e em seguida a polimerase encarrega-se de polimerizar o EPS
(Figura 02) (RAMOS, et al., 2001; ZHONG; TANG, 2004).

Donot e colaboradores (2012) descreveram um provavel mecanismo biossintético da

pululana produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans através de seus precursores: (1)
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formacdo do glicolipideo através do intermediario UDP-Glc, que é catalisada pelo ATP; (2)
transferéncia de uma Glc adicional ligada a outra molécula de UDP-Glc para formar uma
molécula de isomaltose (LPh-Glc-(1—6)-Glc); (3) a isomaltose interage com o precursor
glicolipideo do estagio 1 para produzir a molécula de isopanosil (LPh-Glc-(1—6)- Glc(1—4)-
Glc). Finalmente, a molécula de isopanosil é entdo polimerizada na cadeia de pululana, que é
um homopolissacarideo linear composto unicamente de glucose, com ligagdes do tipo a
(1—4) e (1—6) produzido no citossol e, posteriormente, secretado para 0 meio extracelular.

A presenca dos EPS no meio extracelular, em culturas fungicas, pode ser explicada de
duas formas. A primeira relaciona-se com a polimerizagcdo do EPS no espaco extracelular,
apos passagem dos monossacarideos pela parede celular fungica. A segunda hipétese refere-
se a presenca de vesiculas capazes de carregar as macromoléculas, sintetizadas no interior da
célula, através da parede celular, para 0 meio extracelular. As vesiculas sdo geralmente
ovoides, compostas por bicamada lipidica, com didmetros que variam de 60 a 300 nm, o que
facilita sua compressdo para passar pelos canais na parede celular fngica. Esses canais sao de
tamanho adequado para a passagem das vesiculas que, possivelmente, necessitam de um
“motor molecular”. Para a manutengdo destes motores necessita-se de fontes energéticas, que
estdo presentes no interior das vesiculas como as macromoléculas (carboidratos) envolvidas
no metabolismo energético. Embora o conceito do uso de vesiculas, pelos fungos, para o
transporte de produtos através da parede celular seja recente, a ideia do transporte vesicular
entre a membrana celular e a parede celular esta bem estabelecida. Os caminhos de transporte
vesiculares podem ser uma estratégia evolutiva para que a célula fingica seja capaz de
infectar o tecido de seus hospedeiros, causando alterac@es na sua fisiologia, 0 que caracteriza
a patogenicidade (CASADEVALL et al.,, 2009; RODRIGUES et al., 2011; 2013). O
transporte de vesiculas transmembrana ocorre da mesma forma para os fungos ascomicetos e
basidiomicetos (CASADEVALL et al., 2009).
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Figura 1- Representacdo esquematica da biossintese de EPS envolvendo as etapas de assimilacdo do substrato (glucose), via Embden Meyerhof,
sintese de monossacarideos
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Fonte: Baseado em DONOT et al., 2012; KUMAR; MODY; JHA, 2007; RAMOS, et al., 2001; ZHONG; TANG, 2004.
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Figura 2-Esquema da formacdo de exopolissacarideo por acédo da enzima polimerase
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Fonte: Baseado em DONOT et al., 2012; KUMAR; MODY; JHA, 2007; RAMOS, et al., 2001.
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2.2 Fungos endofiticos: descricéo geral

Bary em 1866 atribuiu o termo endofitico a qualquer micro-organismo que tem como
“habitat” os tecidos e Orgdos de plantas, sem causar danos imediatos ao hospedeiro.
Entretanto, a discreta colonizacdo pode afetar o fendtipo (fisiologia e bioquimica),
distribuicio e ecologia do hospedeiro (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; PERSOH et
al., 2010).

O maior nimero de espécies de endofiticos que pode ser encontrado em diferentes
nichos ecoldgicos esta localizado no Filo Ascomycota. A entrada dos endofiticos nos
hospedeiros acontece de duas maneiras: de forma natural, através dos estdmatos e crescimento
de raizes e de forma artificial, por meio de injurias causadas por praticas agricolas
(SURYANARAYANAN et al., 2009). O endofitico pode permanecer latente por longos
periodos, quando ha condicBes favoraveis como nutrientes, temperatura e agua ou produzir
uma acdo patogénica, quando ocorre indisponibilidade de um ou mais fatores (KUSARI;
PANDEY; SPITELLER, 2013; SURYANARAYANAN et al., 2009).

A relacdo entre fungos endofiticos e hospedeiros pode ser descrita em termos de
especificidade, recorréncia, seletividade ou preferéncia. A especificidade ocorre por restricdo
do micro-organismo a um Unico hospedeiro ou a um grupo de espécies afins e implica em
interacdo bioquimica complexa interpretada como uma forma de adaptacdo ecoldgica. A
recorréncia, seletividade ou preferéncia ocorre quando ha fungos endofiticos predominantes
em um ou mais hospedeiros vegetais, localizados num mesmo habitat (SELIM et al., 2012).

A adaptacdo dos fungos endofiticos, ao seu hospedeiro, estimula a atividade de
diferentes vias metabdlicas, no sentido de produzir compostos que garantam sua
sobrevivéncia na planta. Para o hospedeiro, a presenca do fungo endofitico favorece o
crescimento, devido a biossintese de metabdlitos secundarios, além de permitir maior
resisténcia da planta ao estresse. A co-evolucdo favoreceu uma relacdo amigavel que foi
gradualmente, durante muitos anos, ocorrendo entre o fungo endofitico e seus hospedeiros.
Outra caracteristica dos endéfitos como espécies extremamente dinamicas esta na
concorréncia entre fungos e antagonistas no sentido de provocar alteracdes quimicas com
efeitos concomitantes sobre 0s insetos e outros patdgenos que também atacam o hospedeiro
(YAN et al., 2015).

O metabolismo dindmico, dos fungos endofiticos, tem estimulado seu estudo com o
intuito de obter importantes componentes bioativos, que sdo aplicaveis nas areas industriais.

Muitos metabdlitos secretados por fungos podem ser utilizados como produtos
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biotecnoldgicos, entre eles os exopolissacarideos. O rastreamento de fungos endofiticos,
especialmente Ascomycota, tem sido alvo de pesquisas promissoras na producdo dessas
moléculas, como descrito por Mahapatra e Banerjee (2012) que relataram o isolamento e
caracterizacdo de EPS produzido por cepas endofiticas de Fusarium solani e Fusarium
oxysporum.

Considerando essa capacidade dos fungos endofiticos, trés foram selecionados para
estudo neste trabalho, sendo que algumas caracteristicas abordadas serdo descritas a seguir.

2.2.1 Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e Colletotrichum gloeosporioides: endofiticos
com potencial para producéo de exopolissacarideos

2.2.1.1 Neofusicoccum parvum

O fungo Neofusicoccum parvum (Figura 03) (Filo Ascomycota) € um representante da
familia Botryosphaeriaceae, que age como patdgeno, necrotréfico ou saprobio, especialmente
em plantas lenhosas (PHILLIPS et al., 2013).

As espécies desta familia sdo encontradas principalmente na forma anamorfa (apenas
na forma hifa), sendo a telemorfa (com reproducdo sexuada) mais rara, tanto nas culturas in
vitro como na natureza. Entretanto, as formas anamorfas apresentam caracteres sobrepostos,
por isso, a caracterizacdo morfoldgica e molecular atualmente é utilizada para resolver os
problemas de identificacdo e taxonomia entre seus membros (MOHAMMADI et al., 2013). A
diferenciacdo da complexidade taxonémica entre as espécies desta familia, com as técnicas
modernas de biologia molecular, tem colaborado com os estudos sobre os diversos aspectos
bioldgicos, incluindo endofiticos, entre os representantes Botryosphaeriaceae. As espécies,
encontradas na literatura, cujas identificacdes foram anteriores aos recursos das ferramentas
moleculares, devem ser cuidadosamente analisadas, pois podem gerar interpretacdes erroneas.
Um exemplo disto ocorre com a espécie de N. parvum gue durante anos foi identificada com
N. ribis (anteriormente descrito como Botryosphaeria ribis), e utilizada como sin6nimos,
porém o sequenciamento gendmico separou as espécies (SAKALIDIS et al, 2013;
SLIPPERS; WINGFIELD, 2007).
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Figura 3-Micélio do fungo Neofusicoccum parvum crescidos em BDA a 28 + 2°C

Fonte: Prépria autora

Neofusicoccum parvum tem distribuicdo mundial e estd associado aos diversos
hospedeiros com capacidade de causar doencas, principalmente no caule de algumas espécies
de plantas (nativas ou horticulturas) (MARTOS et al., 2008), entretanto em alguns vegetais
pode ser encontrado como endofitico (SLIPPERS; WINGFIELD, 2007). Durante seu
metabolismo pode secretar, nos hospedeiros, substancias tdxicas e exopolissacarideos,
compostos principalmente de manose, glucose e galactose (MARTOS et al.,, 2008;
SAKALIDIS et al., 2013).

E importante ressaltar que a familia Botriosphaeriaceae (SLIPPERS; WINGFIELD,
2007) apresenta espécies produtoras de exopolissacarideos do tipo B-glucana (SELBMANN et
al., 2002; STELUTI et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2008), que tém potencial para
aplicacdo tanto na area alimenticia quanto médica, devido a suas caracteristicas fisico-
quimicas e imunomoduladoras especificas. Esteves e colaboradores (2014) analisaram o
potencial enzimatico de cerca de cinquenta espécies de botriosferaceos, incluindo N. parvum,
e comprovaram a producéo de lacases, celulases, amilases e outras enzimas. Algumas cepas
de Neofusicoccum sdo mais conhecidas e estudadas como patdgenos de eucalipto e de manga,
inclusive na regido semidrida do nordeste do Brasil (COSTA et al.,, 2010). Martos e

colaboradores (2008) relataram a obtengdo de EPS produzido pelo fungo N. parvum, como
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patdgeno de parreiras de uvas, contendo a seguinte composicdo manose, glucose e galactose

(2:1:1). N&o foi relatado exopolissacarideos produzido pelo N. parvum, como endofitico.

2.2.1.2 Fusarium sp

O género Fusarium (anamorfo) e Giberella (telemorfo) pertencente ao filo
Ascomycota, familia Nectriaceae, pode ser encontrado no solo, no ar e nos vegetais, incluindo
os alimentos in natura, com aproximadamente 775 espécies e subespécies descritas
(MACIEL, 2012). Com ampla distribuicdo geografica, sdo encontradas espécies cosmopolitas
e outras com ocorréncia restrita em determinados ambientes. H& predominio nas regifes
tropicais e subtropicais ou em condicGes de clima frio das regides temperadas, embora
algumas espécies tenham uma intima associagdo com os seus hospedeiros, como endofiticos
(PRADEERP et al., 2015). As espécies de Fusarium podem ser identificadas pela morfologia
dos esporos assexuais, sendo a forma de apresentacdo a principal caracteristica. Os esporos
produzidos por este género sdo: macroconidios, microcondrias e clamidosporos (MORETTI,
2009).

Fusarium sp (Figura 04) tem sido isolado de diversos produtos agricolas de interesse
econdmico como milho, arroz, trigo, cevada, entre outros. E um micro-organismo muito
estudado na fitopatologia e ciéncias de alimentos, por secretar metabdlitos secundarios
indesejaveis, como micotoxinas. Em ambiente de estocagem de alimentos, os fungos iniciam
a fase de declinio da curva de crescimento, mantendo apenas as toxinas produzidas
(metabdlitos secundarios) (DEGRAEVE et al., 2016). Necessitam de alta umidade para
reproduzirem, por isso, sdo definidos como fungos de campo (HIROOKA; YAMAGUCHI,
1994).

Em termos biotecnoldgicos as pesquisas com Fusarium parecem estar mais centradas
na producdo de enzimas como xilanases, celulases, pectinases e lipases (ORTEGA et al.,
2013; SURYANARAYANAN et al., 2009). Outros compostos do metabolismo secundéario
secretados pelo Fusarium spp sdo os pigmentos. O Fusarium moniliforme, um importante
parasita de ocorréncia mundial, secreta dois grupos de pigmentos, bicaverina e carotendides,
com bioatividade contra a Leishmania braziliensis. Pradeep e colaboradores (2015)
determinaram a atividade larvicida de uma nova isoquinolina isolada do Fusarium
moniliforme (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013; NEHAD; EL-SHAMY, 2010).
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Figura 4-Micélios do fungo Fusarium sp crescido em BDA a 28 + 2°C

Fonte: Prépria autora

2.2.1.3 Colletotrichum gloeosporioides

O género Colletotrichum sp, anamorfo e Glomerella como telemorfo pertencem ao
Filo Ascomycota, familia Phyllachoraceae. Uma das espécies desse género, o Colletotrichum
gloeosporioides (Figura 05) é fitopatdgeno causador da antracnose, que resulta em grandes
perdas econdmicas. A contaminacdo fungica no hospedeiro ocorre por adesdo dos esporos,
germinacdo, formacdo do tubo germinativo com apressorio melanizado, e desenvolvimento de
hifas biotroficas e necrotroficas (MANAMGODA et al., 2013).

A identificacdo do género deve ser realizada por observacdo das caracteristicas
morfoldgicas, microscopicas e molecular. Entretanto, o C. gloeosporioides € uma espécie
complexa, cuja identificagdo deve ser realizada por sequenciamento genético (CANNON et
al., 2012).



30

Figura 5-Micélios do fungo Colletotrichum gloeosporioides crescido em BDA a 28 + 2°C
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R

Fonte: Prépria autora

Colletotrichum spp s@o encontrados principalmente nas regiGes tropicais e
subtropicais, apesar de algumas espécies afetarem culturas de clima temperado (CANNON et
al., 2012). Asakura e colaboradores (2012) relataram que a patogenicidade, dos géneros
Magnaporthe e Colletotrichum, estava relacionada com a presenca de melanina nos
apressorios. Confirmaram tal hipdtese apds exposicdo do fungo a agentes mutagénicos e
produtos quimicos que levaram a perda de patogenicidade. O C. gloeosporioides contamina
os tecidos e o¢rgaos dos vegetais em qualquer fase do desenvolvimento e pode ser
disseminado, de uma planta para outra, por meio de agentes presentes no ambiente aéreo. As
principais culturas agricolas atingidas sdo manga, banana, abacate, mamao papaia, café e
maracuja. Outro fator que colabora com a infeccdo é a secrecdo de enzimas (lacase, pectinase,
cutinase, amilase, lipase, protease e celulase) que degradam o substrato, expondo o vegetal ao
micro-organismo (CANNON et al., 2012; KAMLE et al., 2013).

Espécies desse género também sdo capazes de interagir de forma mutualistica ou
comensal, com plantas diferentes daquelas onde causam doencas. Assim, podem ser
encontradas como endofiticos, como as cepas isoladas de plantas medicinais tradicionais na
China, como Forsythia suspensa e Uncaria rhynchophylla, com o objetivo de obter
compostos bioativos aplicaveis no tratamento farmacolégico de diferentes patologias

(ZHANG; WEI; WANG, 2012).
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Espécies endofiticas de Colletotrichum tém sido encontradas em uma grande
variedade de plantas, como feijdo-caupi (Vigna unguiculata), teixo chinés (arvore chinesa)
(Taxus mairei), café (Coffe arabica), entre outras (GONZAGA et al., 2014).

Zou e colaboradores (2000) observaram que o endofitico C. gloeosporioides, retirado
de hastes de Artemisia mongolica, quando cultivado em fermentacdo submersa, produzia um
metabolito secundério, denominado &cido colletétrico, com atividade antimicrobiana. No
bioensaio as concentragBes inibitorias minimas, para o crescimento das bactérias estudadas,
foram 25 pg/ mL para o Bacillus subtilis e 50 pug/ mL para Staphylococcus aureus e Sarcina
lutea.

Além desses metabdlitos, os fungos do género Colletotrichum também apresentam
capacidade de produzir enzimas dos complexos pectinolitico e celulolitico, sintetizadas
durante o processo de infeccdo em frutas como a banana (JAT; SHARMA; GOUR, 2013).
Entretanto, pouco se tem na literatura sobre a producéo de polissacarideos por este grupo.

Os fungos endofiticos secretam compostos para 0 meio extracelular com o intuito de
sobreviver no interior do hospedeiro. Por isso, ao investigar os metabdlitos secretados,
presentes em locais incomuns ou especializados, pode aumentar as possibilidades em

descobrir novos compostos com aplicacGes bioldgicas (KHARWAR et al., 2011).

2.3 Parametros de cultivo para obtencéo de exopolissacarideos

Os principais parametros utilizados para a obtencao de exopolissacarideos fungicos em
meio de cultura sdo os macronutrientes (fonte de carbono e nitrogénio), e micronutrientes
(vitaminas, sais minerais). Os fatores fisico-quimicos (pH, temperatura, aeracdo, velocidade
de agitacdo) devem acompanhar 0s nutricionais para que o crescimento e o metabolismo do
fungo sejam favoraveis a secrecdao de exopolissacarideos. Por isso, aperfeicoar o processo de
obtencdo de qualquer metabolito microbiano € essencial para que o rendimento do mesmo
seja favoravel a sua aplicacdo (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

Durante o processo da producdo de moléculas por fungos filamentosos é necessario
reproduzir em laboratério as condices de desenvolvimento do micro-organismo na natureza.
Também ¢é possivel estabelecer novas situacdes de crescimento utilizando, por exemplo,
condicBes previamente utilizadas por outros organismos. E importante ressaltar que cada
micro-organismo € Unico no seu desenvolvimento anatdmico, morfoldgico e fisioldgico, e
isso pode influenciar tanto na producdo quanto na determinagédo da qualidade/quantidade das
substancias produzidas (NEHAD; EL-SHAMY, 2010).
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Nem sempre as condi¢Oes utilizadas geram resultados desejados, mas as
caracteristicas metabolicas dos fungos permitem explora-las para maximizar o seu
aproveitamento. Por isso, para cada processo existe a necessidade de manutencdo das
condicBes bidticas e abidticas, aléem do correto estagio de desenvolvimento fungico, para a
obtencdo do maximo de producdo do metabolito de interesse (PAPAGIANINI, 2004).

O cultivo in vitro é um dos procedimentos utilizados para que 0s micro-organismos
sintetizem e secretem moléculas de interesse. A sintese bioldgica é um recurso que facilita a
obtencdo de produtos que, por métodos quimicos, seriam dificeis ou dispendiosos devido a
complexidade dos precursores e catalisadores como as enzimas. Entretanto, o metabolismo
deve estar integrado e coordenado para assegurar que os produtos sejam sintetizados em
quantidades suficientes e ndo interfiram na manutencdo do metabolismo e na vida do fungo
(SANCHEZ; DEMAIN, 2002).

O cultivo em meio submerso para obtencdo de EPS apresenta vantagens em relagédo ao
cultivo em estado solido devido ao desenvolvimento de maior quantidade de micélio em
espaco compacto, além de rapidez no processo de cultivo e menor risco de contaminacao
microbiana (KIM et al., 2002; LEE et al., 2004). A aglomeracao das hifas ocorre na interface
liquido-solido, entre 0 meio de cultivo e a superficie celular (PAPAGIANNI, 2004).

Alguns fatores sdo imprescindiveis na formacdo da biomassa fingica e para secrecéo
de polissacarideos: (1) velocidade de agitacdo dos cultivos, que interfere na cinética e na
transferéncia de calor. O movimento acelerado favorece a esporulacdo do micro-organismo
com diminuicdo do crescimento celular, além de afetar a agregacdo micelial, formando
pellets. Ao contrario, a baixa velocidade de agitacdo pode inibir a transmissdo do calor e,
consequentemente, retardar o crescimento micelial; (2) a concentracdo de indculo €
inversamente proporcional ao tamanho dos pellets, ou seja, 0s maiores podem ser obtidos com
baixas concentracdes de inéculo; (3) as concentracbes de ions H* presentes no meio de
cultivo, afetam a funcdo da membrana celular, a morfologia da célula, a solubilidade dos sais,
a ionizacdo dos substratos, a captacdo de varios nutrientes, a biossintese de produtos e a
formacdo dos sedimentos celulares (GRIMM et al., 2005).

A aeracdo é o principal parametro que altera a forma de micelial filamentosa (ou
sedimentar) para arredondada durante o cultivo submerso, conforme a concentracdo de
oxigénio dissolvido no meio. A primeira observacao da alteracdo da forma dos micélios foi
realizada por Emerson em 1950, que propés um modelo matematico capaz de descrever o
crescimento micelial em relacdo ao fornecimento nutricional, nas culturas dos micro-

organismos (PARK et al., 2002). A viscosidade do meio de cultivo é outro pardmetro que
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influencia a nutricdo das hifas. Os micélios arredondados em geral proporcionam menor
viscosidade, ao contrério dos filamentosos. O aumento da viscosidade do caldo e da biomassa
influencia na transferéncia da taxa gas/liquido, no transporte e na captacdao de nutrientes pelas
hifas fngicas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; GRIMM et al., 2005).

A manutencdo do pH ideal favorece o processo de cultivo in vitro, tanto na obtengéo
da quantidade e formato da massa celular, como na producdo de biopolimeros e na reologia
do caldo. Em estudo realizado com Schizophyllum commune, o pH 4,5, favoreceu a secre¢ao
de polissacarideos de alta massa molecular, porém com baixo rendimento. Enquanto que, em
pH préximo de 7,0, a quantidade de exopolissacarideo foi maior com massa molecular menor.
Vale ressaltar que massa molecular elevada aliada ao tipo de ligacdo glicosidica favorece o
tipo de aplicacdo bioldgica do EPS como, por exemplo, antitumoral. Em geral, o pH ideal
para a producdo de EPS flungico esta entre 5,0 a 7,0, mas ha relatos na literatura sobre a
producdo de EPS em pH menores ou maiores, dependendo da cepa microbiana (KIM; PARK;
YUN, 2006; SHU; LUNG, 2004).

2.4 Caracterizagdo quimica de exopolissacarideos

A aplicacdo bioldgica de exopolissacarideos estd relacionada com sua estrutura
quimica que, uma vez produzida pelo micro-organismo, deve estar pura, para que a sua
identidade quimica seja estabelecida.

A purificacdo dos exopolissacarideos geralmente se faz pela utilizacdo dos mesmos
procedimentos utilizados para endopolissacarideos e polissacarideos de parede celular. Esses
dois ultimos grupos sdo obtidos ou extraidos por procedimentos quimicos que levam a
presenca de diferentes moléculas bioldgicas, tornando o processo de purificagdo mais
laborioso e complexo (PAZUR, 1994).

Os exopolissacarideos, uma vez estabelecidas as condicGes ideais de cultivo, sdo
secretados como um ou dois grupos de moléculas quimicamente distintas, tornando o
processo de purificacdo mais simples. Entretanto, o tamanho das moléculas, dentro de cada
grupo, € bastante variavel e isso transforma os resultados de procedimentos simples em
interpretacdes, as vezes, ambiguas.

Antes do processo de caracterizagdo quimica do EPS, aliquotas do caldo de
fermentacgdo ou extrato celular sdo submetidas a dialise exaustiva para remocgéo de sais, fontes
de carbono e nitrogénio, entre outras moléculas de massa molecular pequena. ApoOs essas

etapas, analise de cromatografia de exclusdo estérica a alta pressdo, denominada HPSEC
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(high perfomance size exclusion chromatography), acoplada a um sistema de deteccdo para
carboidratos que € o indice de refracdo (RID — refraction index detector), é efetuada. Neste
sistema, a utilizacdo de colunas em série preenchidas com géis de porosidade distintas,
normalmente separa 0s exopolissacarideos por diferenca de massas moleculares
(ORLANDELLI et al., 2016). A polidispersividade (populacdo de moléculas de mesma
identidade quimica, mas com massas moleculares diferentes) é, infelizmente, um fator
complicador. Raramente duas moléculas distintas eluem ao mesmo tempo, porém, a presenca
de um Unico pico de base muito alargada também ndo significa que o material esteja puro
sugerindo que procedimentos de purificacdo devem ser adotados. Eles podem ser tdo simples
como congelamento e descongelamento, que separa polissacarideos pelas diferencas de
solubilidade, passando pelos métodos quimicos que complexam polimeros de manose e
galactose com o cobre (solucdo de Fehling) e os métodos cromatograficos que separam por
tamanho (filtracdo em gel), carga (troca idnica) e adsorcéo.

Portanto, a primeira etapa na caracterizacdo de um polissacarideo é a determinacéo de
sua pureza, que é refletida por sua composicao quimica, incluindo contedo de acgucar total,
presenca e quantificacdo de acidos urbnicos, grupos acetil, proteinas, etc. Métodos
colorimétricos sdo normalmente convenientes para estimar o conteddo desses compostos ou
grupamentos. A segunda etapa € a determinacdo da composicdo monossacaridica que
informara os diferentes monossacarideos bem como o percentual relativo de cada um na
macromolécula. A composicdo € determinada analisando 0s monossacarideos por
cromatografia liquida de alta pressdo (HPAEC) ou cromatografia liquido-gasosa, apds
hidrolise &cida total dos exopolissacarideos (CORRADI DA SILVA et al., 2005; KIM et al.,
2003).

O tamanho do anel e a posicdo da ligacdo glicosidica nas unidades formadoras do
polissacarideo sdo estabelecidos pelas analises de metilacdo (CIUCANU; KEREK, 1984).
Resumidamente, 0 método envolve a metilagdo completa de um polissacarideo, hidrélise a
uma mistura de monossacarideos parcialmente metilados, reducdo destes a alditois, acetilacdo
dos alditois e, identificacdo dos acetatos de alditdis parcialmente metilados, por cromatografia
liguido-gasosa e espectrometria de massa. Os tipos de ligacdes sdo deduzidos a partir da
natureza dos acetatos de aldit6is parcialmente metilados (PAZUR, 1994)

A conformacdo D ou L pode ser determinada pelas medidas das propriedades
especificas dos monossacarideos, isolados a partir da hidrélise acida dos polissacarideos. E
essencial que o monémero seja isolado na forma pura. Rotacdo especifica, susceptibilidade

enzimatica ou reatividade quimica com reagentes opticamente ativos podem ser usados. Por
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comparacdo dos resultados com padrdes especificos a configuracdo D ou L dos desconhecidos
pode ser estabelecida (PAZUR, 1994).

A configuracdo a e P das ligagdes glicosidicas pode ser estabelecida por ensaios
enzimaticos, oxidacdes seletivas e por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN). Essa ultima técnica tornou-se a ferramenta fisico-quimica mais poderosa e néao
destrutiva para determinar a estrutura polissacaridica (CUI, 2005). O principio da
espectroscopia de RMN ¢ baseado nas propriedades magnéticas de alguns nicleos.
Dependendo do nimero atbmico e nimero de massa ha um momento angular associado ao
namero do spin. Alguns nicleos possuem estados de spin +1/2 e -1/2 e essa propriedade
permite que eles sejam estudados por RMN. Exemplo desses niicleos sdo H, 3C, N, °F e
81p (BRUICE, 2006). Para os carboidratos os nicleos Gteis sdo H e 3C. Geralmente os
espectros de RMN contém todas as informacges estruturais sobre oligo- e polissacarideos. As
técnicas de RMN bidimensionais (homonuclear e heteronuclear) surgiram como uma
inovacdo melhorando tanto a resolucdo quanto a sensibilidade da analise.

Synytsya; Novak (2013) relataram que atribuir os deslocamentos quimicos e as
constantes de acoplamento de *H e *C no espectro de RMN possibilitam a identificagdo das
formas anoméricas (o e PB) dos residuos de monossacarideos e a posicdo de ligacOes
glicosidicas ou presenca de substituintes.

Os polimeros de carboidratos sdo compostos, principalmente, por estruturas de D-
glucopiranose (D-Glcp), constituinte obrigatério da parede celular, micélio, corpos de
frutificacdo, entre outras estruturas fangicas. Os EPS compostos apenas por glucose sao
definidos como glucanas. Podem ser encontrados em grande variabilidade com relacdo a
configuracdo, posicdo e sequéncia das ligacBes glicosidicas, grau de ramificacdo e

conformacéo.
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Figura 6-Botriosferana [B- (1—3)(1—6)-glucana], substituida por unidades glucosidicas e/ou
gentiobiosidicas a cada cinco unidades da cadeia principal
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Fonte: CORRADI DA SILVA et al., 2006

As glucanas ramificadas (Figura 06) podem conter cadeias laterais com uma ou mais
unidades monossacaridicas, unidas a cadeia principal. A configuracdo do carbono anomérico
das D-Glcp pode classifica-las em trés grupos principais: o-D-glucana, B-D-glucana e mista (o
e PB-D-glucana). As variacbes no grau de ramificacdo podem atribuir a essas solucdes,
propriedades reologicas interessantes assim como a acdo antitumoral. Essas propriedades
podem ser apresentadas pelas glucanas extracelulares do tipo B, principalmente com ligacdes
(1—3), em tripla hélice e massa molecular elevada. As glucanas do tipo a ou B-(1—4) e B-
(1—6) nao apresentam as mesmas propriedades (BARBOSA et al., 2004; SYNYTSYA et al.,
2009; SYNYTSYA; NOVAK, 2013).

O fungo Aureobasidium pullulans, secreta 0 homopolissacarideo composto de glucose,
denominado de pululana (Figura 07) e descrito na maioria dos casos como um polimero
composto de uma sucessao de trimeros de maltotrioses com estrutura quimica a-(1—4)-Glc-
a-(1—4)-Glc-0-(1—6) ¢ alguns outros tipos com unidades de maltotetraose (a-(1—4)-Glc-a-
(1—-4)-Glc-a-(1—6)-Glc-a-(1—6)) utilizada nas industrias de alimentos, de adesivos, como
pré-bidticos e nos pocos de petroleo (DONOT et al., 2012).

Heteropolissacarideo composto de manose e galactose com ligacbes B-(1—4) ¢ B-
(1—-2) sdo secretados pelo fungo Monilinia fructigena. Aspergillus flavus secreta EPS
contendo manose e galactose, com ligacdes glicosidicas do tipo P-(1—2). Um
exopolissacarideo, secretado pelo fungo Trichoderma pseudokoningii, composto por ramnose,
xilose, fucose, manose, glucose e galactose apresentou atividade apoptdtica em células
leucémicas (HUANG et al.,, 2012). lIsaria farinosa, fungo entomopatogénico, secreta
polissacarideo contendo 0s monossacarideos manose, galactose e glucose, associados ao acido

urdnico, com as atividades antitumoral e antioxidante (JIANG et al., 2008).
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Figura 7-Estrutura quimica da pululana com unidades de repeticdo de maltotriose
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Fonte: CORRADI DA SILVA et al., 2006

Em seus nichos ecologicos os fungos secretam os polissacarideos (EPS) com funcdes
especificas, como meio de adesdo ao substrato, imobilizacdo de enzimas exocelulares e
armazenamento nutricional. As B-glucanas atuam na prevencdo da desidratacdo de hifas,
especialmente, por tratar-se de molécula higroscépica, aumentando a tolerancia do fungo, a
dessecacdo, em ambientes com restricdo hidrica (MANZONI; ROLLINI, 2001).

2.5. Derivatizagdo de exopolissacarideos por sulfatacéo e atividade biologica

A diversidade quimica dos exopolissacarideos (EPS) bem como a possibilidade de sua
utilizacdo como substrato para diferentes modificacdes quimicas (carboxilacao, sulfatacdo e
metilacdo) aumentam seu espectro de aplicacdo (VASCONCELOS et al., 2013), que depende
de fatores relacionados com a estrutura da molécula.

Habijanic e colaboradores (2015) relataram que o fungo Ganoderma lucidum, secreta
exopolissacarideos com estruturas e propriedades quimicas e atividades bioldgicas
diversificadas, destacando-se a imunomoduladora. As estruturas quimicas identificadas destes
EPS foram f-(1—3)-D-glucana e p-(1—6)-D-glucana, prevalecendo a p-(1—3)-D-
glucopiranose com ramificagdo contendo de 1 a 15 unidades de B-(1—6) monoglucosil. A
imunoestimulagdo parece estar intimamente relacionada com a ligagdo B-(1—3) da cadeia
principal, cadeias laterais pequenas e estrutura helicoidal.

H& na literatura muitos registros da acdo imunomoduladora e/ou antiproliferativa de
glucanas fungicas (ORLANDELLI et al., 2017), entretanto, um outro campo de pesquisa tem
se tornado inovativo onde os polissacarideos sdo quimicamente modificados, pela inser¢éo de
grupamentos quimicos, gerando moléculas com acéo farmacoldgica diferenciada. Uma dessas

reacOes de derivatizacdo é conhecida como sulfatagdo (VASCONCELOS et al., 2013).
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Protocolos de sulfatagdo foram desenvolvidos para diferentes polissacarideos como
curdulana, dextrana, botriosferana, manogalactana, carboximetil celulose, etc. O
procedimento ocorre através da reacdo entre a piridina e o &cido clorossulfénico (CISOzH) ou
complexos de trioxidos de enxofre com aminas (piridina, trietilamina, N,N-dimetilformamida)
(GERESH; MAMONTOV; WEINSTEIN, 2002). O primeiro método, ou seja, aquele que
utiliza a piridina e o 4acido clorossulfonico € mais vantajoso por produzir elevados
rendimentos de polissacarideos sulfatados, com alto grau de substituicdo (DS). Os
polissacarideos com elevados DS apresentam caracteristicas importantes para serem aplicados
como anticoagulantes e antitrombdticos, pois além de aumentar a hidrossolubilidade da
molécula, os substituintes sulfatados desempenham melhor atividade anticoagulante em
relacdo aos ndo sulfatados (BRANDI et al., 2011; KAGIMURA et al., 2015; MENDES et al.,
2009). De acordo com a literatura o valor de DS igual ou superior a 0,60 é fundamental para
que o polissacarideo sulfatado possa agir como um anticoagulante (VASCONCELOQOS et al.,
2013).

Ha mais de 70 anos a heparina, uma glicosaminoglicana, € a droga de escolha na
prevencdo e tratamento de desordens tromboembolicas. Existem alguns problemas
relacionados a sua aplicacdo clinica, tais como ineficacia em pacientes com deficiéncia em
antitrombina, complicacbes de sangramento e trombocitopenia, induzida pela heparina
(ALBAN, SCHAUERTE, FRANZ, 2002). O isolamento da heparina a partir de fonte animal
resulta em desvantagens com risco de contaminagdo, por exemplo, com “prions” que induzem
a doencas como BSE (bovine spongiform encephalopathy — doenca da vaca louca). Portanto,
um campo de pesquisa € o desenvolvimento de alternativas para substituir a heparina.

Os polissacarideos sulfatados tém surgido como uma tentativa para se descobrir novas
drogas antitrombdticas (ERGINER et al., 2016). Além de seus efeitos antitromboticos e
anticoagulantes esses polimeros sulfatados também apresentam acdo antiaterosclerdética,
antiproliferativa, antiadesiva, antiangiogénica e antiviral (ALBAN, SCHAUERTE, FRANZ,
2002).

Vaérios polissacarideos quimicamente sulfatados tais como xilana, amilose, celulose,
curdulana e galactana tiveram suas atividades anticoagulantes investigadas. Segundo 0s
autores glucanas com ligacao B-(1—3) sulfatadas em C-6 apresentaram melhor atividade
anticoagulante (CHAIDEDGUMJORN et al., 2002). Mendes e colaboradores (2009) e Brandi
e colaboradores (2011) isolaram B-glucanas (1—3; 1—6), obtidas em diferentes condi¢cdes de
cultivo, que por derivatizagdo apresentaram atividade anticoagulante. Uma B-(1—6)-D-

glucana produzida pelo fungo Lasiodiplodia theobromae, quimicamente modificada por
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sulfatacdo apresentou atividade anticoagulante concentracdo-dependente como demonstrado
pelos testes do APTT e TT, sendo essa acdo atribuida aos grupos sulfato inseridos no
polissacarideo, uma vez que a glucana nativa neutra ndo inibiu os testes de coagulacdo
(VASCONCELOS et al., 2013).

Os ensaios PT, APTT e TT s&o utilizados para determinar o tempo de formacéo da
fibrina (coagulo). A coagulacdo sanguinea pode ser bioquimicamente explicada através do
modelo da cascata (Figura 08), que é composta por uma série de reacOes, fortemente
controladas, para a geragéo de trombina no local da lesdo. Trata-se de uma rede reacional que
depende de compostos como zimdgenos, enzimas, co-fatores e inibidores (RANA; NEEVES,
2016).

Figura 8-Modelo cléssico da cascata da coagulacdo: vias intrinseca e extrinseca
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Fonte: SILVA; MELO, 2016

A cascata da coagulacdo, representada na Figura 08, apresenta-se dividida em duas
vias: extrinseca e instrinseca que convergem para a via comum. A via extrinseca ocorre com
elementos do sangue e componentes ndo presentes no espaco intravascular. Inicia-se apos
danos ocorrido no endotélio do vaso sanguineo, que expde o fator tecidual (FT) composto por
lipoproteinas e fosfolipideos. A via intrinseca, mais complexa que a extrinseca, ocorre no
sangue, onde seus ativadores sdo encontrados. O processso inicia na presenca de fatores de
contato, seguida da interacdo e ativacdo do fator XII em uma superficie negativamente
carregada. Ambas convergem para o ponto de ativacdo do fator X, denominado de via

comum. Na extrinseca, o fator VII interage com uma proteina transmembranar, que é
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libearada na superficie das células danificadas formando o complexo FT/ fator VII ativado
que ativa o fator X. Na intrinseca o fator XII ¢é ativado quando o sangue entra em contato
com a superficie contendo cargas negativamente carregadas (fator de contato), desencadeando
a ativacdo do fator XI e assim sucessivamente até a ativacdodo fator X. A partir dai ha
ativacdo de protrombina em trombina, que favorece a conversdo de fibrinogénio em fibrina,
sendo desta forma formado o coagulo (SILVA; MELO, 2016).

Outra atividade bioldgica descrita é a presenca de espécies oxigénio-reativas (ROS),
incluindo radicais livres e peroxidos, estdo relacionadas como alguns dos responsaveis por
vérias doencas em humanos tais como cancer, aterosclerose, doenca de Alzheimer,
envelhecimento e processos degenerativos. Pela elevada reatividade o excesso de ROS no
corpo humano, pode causar a destruicdo de biomoléculas tais como quebra da fita de DNA,
desnaturacdo de proteinas, inativacdo de enzimas e degradacao de polissacarideos. Polifenois,
saponinas, taninos e alcaldides sdo antioxidantes, obtidos de fontes naturais, que podem
eliminar as ROS, impedindo ou retardando a oxidacdo dos componentes celulares. Estudos
mostram que polissacarideos naturalmente sulfatados, isolados de algas e outras fontes, e
obtidos por derivatizacdo quimica apresentam propriedades antioxidantes que estdo
relacionadas com a presenca das cargas aniénicas (JING-KUN et al., 2013).

As reacOes de sulfatacdo tém se tornado um caminho para a modificagdo de
polissacarideos neutros, aumentando suas solubilidades em agua e desenvolvendo atividade
biologica ndo apresentada pela molécula nativa, caracterizando-se como uma forma para
obtencdo de novos agentes farmacolégicos com possivel uso terapéutico e desenvolvimento
de novos produtos para a saude.

A incessante busca por novos farmacos movimenta a pesquisa cientifica e a inddstria
farmacéutica com a descoberta de novas moléculas quimicas com potencial acdo
medicamentosa. Dentre elas, em geral, apenas uma sera aplicavel na terapéutica de forma
segura e satisfatoria, no entanto, um longo caminho deve ser percorrido até a concretizacdo do
farmaco, que se inicia com a sintese da molécula, seguida da caracterizacdo quimica e sua

aplicabilidade.

3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial de producdo de exopolissacarideos (EPS) pelos fungos endofiticos

Neofusicoccum parvum, Fusarium sp, Colletotrichum gloeosporioides visando sua

caracterizacdo estrutural e aplicacdo bioldgica.

3.2 Objetivos Especificos

Verificar a influéncia da concentracdo do indculo e do tempo de cultivo na producdo de
exopolissacarideos;

Determinar a massa molecular, homogeneidade e composicdo monossacaridica dos EPS
produzidos;

Determinar a estrutura quimica do EPS contendo glucose por metilagio e métodos
espectroscopicos (FT-IR e RMN).

Derivatizar o EPS por reacédo de sulfatagéo;

Realizar ensaios de atividade anticoagulante.

4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais

4.1.1 Micro-organismos

Os fungos endofiticos Neofusicoccum parvum, Fusarium sp, isolados de folhas de
espinheira santa (Maytenus aquifolia), e Colletotrichum gloeosporioides, isolado de
dormideira (Mimosa pudica), foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Adriana Knob
(UNICENTRO-Guarapuava- Pr) e identificados pelo Prof. Dr. André Rodrigues (UNESP-
Rio Claro- SP).

4.1.2 Reagentes

Os principais reagentes quimicos utilizados para o preparo dos meios de cultivo e

solugdes foram de grau analitico, adquiridos da Fluka, Merck ou Sigma.

4.2 Métodos

4.2.1 Manuteng¢do dos micro-organismos

Os fungos foram mantidos em tubos de ensaio de 15 mL, contendo meio BDA,

inclinados e refrigerados a 4°C (+ 2 °C), com repiques bimensais.

4.2.2 Reativacao dos fungos e preparo do inéculo

Os fungos foram transferidos assepticamente do meio de manutencdo (BDA) para
placas de Petri contendo meio minimo de sais de Vogel (VOGEL, 1956) identificado por
MMSV acrescido de glucose 1 % (m/v) e agar 2 % (m/v). As placas contendo o fungo
Neofusicoccum parvum foram incubadas por 4 dias, enquanto que Fusarium sp e
Colletotrichum gloeosporioides foram mantidas por 5 dias a 28 + 2 °C, em estufa
bacterioldgica (Estufa NOVA ETICA, 411-D). O preparo do inoculo foi desenvolvido em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de MMSV e glucose 1 % (m/v) para onde
foram transferidas, da superficie das placas, pequenas por¢des aleatérias de hifas. A
proporcdo ar:meio foi mantida em 5:1 e os cultivos foram incubados, sob agitagéo constante
de 180 rpm, em incubadora Orbital (tipo shaker) CIENLAB, durante 48 horas a 28 + 2 °C.
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Em seguida ao periodo de incubacdo, os micélios fangicos foram transferidos,
assepticamente, para um homogeinizador de células (blender) autoclavado e triturados por 30
segundos, em velocidade méxima. O material obtido foi, entdo, centrifugado a 4°C por 30
minutos a 4800 x g, com o descarte do sobrenadante, a massa celular precipitada foi
ressuspensa em 10 mL de solucdo salina fisioldégica estéril. A suspensdo de células
homogeneizada foi diluida em solucdo salina fisioldgica estéril até se obter um valor de
absorbéancia entre 0,2 a 0,4 em 400 nm (STELUTI et al., 2004; VASCONCELOS et al.,
2008), de acordo com uma curva turbidimétrica previamente estabelecida, para calcular a
concentracdo de células necessérias para a producdo de exopolissacarideos.

4.2.3 Cultivo submerso para a producao de exopolissacarideos

Os cultivos submersos foram realizados em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, em
triplicata, contendo 100 mL de MMSV acrescido de glucose 5 % (m/v) como fonte de
carbono e extrato de levedura 0,2 % (m/v) como fonte de nitrogénio, mantendo-se a
proporcao 5:1 de ar:meio. Cada frasco foi inoculado com 1 mL da suspensdo de células (de
acordo com o item 4.2.2), incubados por 72 horas, a 28 + 2 °C e em agitacdo constante de 180
rpm (STELUTI et al., 2004).

4.2.4 Influéncia da concentracéo de inoculo na producéo dos exopolissacarideos

Utilizando-se do meio de cultivo descrito em 4.2.3, foram testados separadamente e
para cada micro-organismo os volumes de indculo (de 1,0 a 4,0 mL, aumentando de 0,5 em
0,5 mL, da suspensdo de células para cada 25 mL de meio de cultivo) para verificacdo da

influéncia desse parametro sobre a producédo de exopolissacarideos.

4.2.5 Influéncia do tempo de cultivo na producéo dos exopolissacarideos

A concentracdo de indculo padronizada para cada micro-organismo foi utilizada para
determinar o tempo de cultivo submerso. A cada 25 mL de meio de cultivo foi utilizado o
volume de indculo, previamente determinado, para os fungos Neofusicoccum parvum,
Fusarium sp e Colletotrichum gloeosporioides. Foram testados separadamente, para cada
micro-organismo, 0s tempos de 24 em 24 horas até 120 horas, e 0s tempos de 168 h, 240 h e

360 h. Os cultivos foram mantidos a 28°C em agitagéo constante de 180 rpm.
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4.2.6 Interrupcédo dos cultivos e recuperacgdo do Exopolissacarideos

Os cultivos foram interrompidos por centrifugacao (4800 x g durante 30 min) a 4 °C,
separando-se a biomassa do sobrenadante que foi posteriormente filtrado a vacuo, usando
membrana filtrante de 0,45 um (Millipore ®). O sobrenadante foi entdo dialisado contra dgua
destilada gelada em sistema fechado durante 24 horas, a 4 °C, com sucessivas trocas,
inicialmente a cada 30 min. O material dialisado foi tratado com trés volumes de etanol
absoluto gelado, para precipitacdo dos exopolissacarideos e mantidos overnight a 4 °C. Os
precipitados de EPS foram centrifugados (4800 x g durante 20 min), para retirar 0 excesso de
etanol e ressuspensos em &gua destilada com agitacdo constante até solubilizacdo. Foram
retiradas aliquotas de cada material, para as quantificacdes de acUcares totais, acucares
redutores e proteinas e o restante do material concentrado foi congelado, liofilizado e

armazenado.

4.2.7 Quantificacao dos Exopolissacarideos

As quantificacdes foram realizadas em triplicata para o célculo da média e desvio

padrédo de cada determinacéo analitica.

4.2.7.1 Determinacao de agucares totais

O método de fenol-acido sulfdrico (DUBOIS et al., 1956) foi utilizado para determinar
a concentracdo de carboidrato total em cada uma das solucdes analisadas. O método consiste
na formacg&o do derivado furfural, na presenca de H.SO4 concentrado, que reage com o fenol
formando um complexo de cor amarela. Foi seguido o protocolo original do método,
conforme descrito:

Reagentes: solucdo de fenol 5 % (m/v), H2SO4 concentrado.

Procedimento: foram adicionados 0,5 mL da solucdo de fenol a 0,5 mL da amostra
seguido da adicdo de 2,5 mL de H2SO4 concentrado em um Unico jato. Ap6s 10 minutos em
repouso, a leitura foi realizada em um colorimetro da marca Micronal a 480 nm.

Para calcular a concentracdo de carboidratos, uma curva padrao de glucose (1mg/mL)

com faixa de linearidade de 5 a 50 pg foi realizada.
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4.2.7.2 Determinacdo dos acucares redutores

A determinacdo de acucares redutores foi realizada pelo método do &cido dinitro
salicilico (DNS). Os acucares redutores em meio fortemente alcalino e a quente formam
enedidis, que cedem seus elétrons para reduzir o reagente de 3,5-di-nitrosalicilato a 3-amino-
5-nitro salicilato, produzindo uma coloracdo alaranjada que serd tanto mais intensa quanto
maior for a concentracdo de acucar redutor (MILLER, 1959)

Procedimento: a 0,250 mL de amostra foram adicionados 0,250 mL do reativo DNS. A
solucdo resultante é deixada em banho-maria fervente por 5 minutos. ApGs esse tempo a
solucdo foi resfriada e 2,5 mL de &gua destilada foram adicionados.

A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotémetro a 540 nm, apdés
homogeneizacdo de cada solugéo.

Para calcular a concentracdo de agucares redutores nas amostras, foi utilizada uma
curva padrdo de glucose 0,1 g %. A curva de calibracdo foi desenvolvida na faixa de

linearidade de 10 a 100 pg.

4.2.7.3 Determinacao de proteinas totais pelo método de Bradford

A determinacdo da concentracdo de proteinas nas amostras foi realizada pelo método
de Bradford (1976) que se baseia na ligacdo do corante (Coomassie Blue G-250) com a
proteina, formando um complexo de cor azul. O corante reage preferencialmente com
residuos de arginina e, em menor extensdo, com residuos de histidina, lisina, tirosina,
triptofano e fenilalanina.

Solucdo estoque: 40 mg de Coomassie Blue G-250 foram dissolvidos em 20 mL de
etanol absoluto e adicionados 40 mL de H3PO4 85% e agua destilada para completar 100 mL
de solucao.

Solucéo de uso: foi realizada uma diluicdo (1:4, v/v) da solucdo estoque em agua e, em
seguida, filtrada em papel de filtro.

Procedimento: 1 mL da solucdo diluida do corante foi adicionado a 100 mL da
amostra e em seguida sua absorbancia foi medida em espectrofotdmetro Shimadzu a 595 nm.

A concentracdo de proteina foi calculada através de uma curva de calibracdo com

albumina bovina (BSA) com concentracdo de 1mg/mL, na faixa de linearidade de 10 a 50 pg.
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4.2.8 Teste de homogeneidade por cromatografia de exclusédo estérica a alta pressédo
(HPSEC) acoplada a detector de indice de refracédo (RID)

A homogeneidade e o grau de pureza dos exopolissacarideos produzidos pelos fungos
foram avaliados por cromatografia de exclusdo estérica a alta pressdo (HPSEC), equipado
com detector de indice de refracdo diferencial modelo RID 10 A (SHIMADZU). As amostras
foram solubilizadas em agua deionizada (1mg de agUcar total/mL), com agitacdo magnética
constante e posteriormente filtradas em membranas Millipore® (acetato de celulose) com
0,22 um de porosidade. Aliquotas de 200 pL foram injetadas no HPSEC/RID. Foram
utilizadas 4 colunas de gel permeacdo marca WATERS, com limites de exclusdo de 1x109,
4x10°, 8x10* e 5x10° Da, dispostas em série. Uma solugdo de nitrato de sédio (0,1 M),
contendo azida sddica (0,03 %) foi utilizada como fase mdvel, com fluxo de 0,6 mL/min e
temperatura de 37 °C. A aquisi¢do de dados foi realizada pela utilizacdo do programa LC
Solution (SHIMADZU CORPORATION) (CORRADI DA SILVA et al., 2013).

4.2.9 Hidrolise acida total dos Exopolissacarideos

A hidrolise acida foi realizada utilizando as aliquotas liofilizadas contendo cerca de 50
ug de EPS produzido por cada micro-organismo, contidas em tubos apropriados para a pratica
de hidrélise. O material liofilizado foi solubilizado com 300 pL de acido trifluoroacético
(TFA) a 2 mol/L, os tubos foram selados cuidadosamente e aquecidos a 100 °C, por 3 horas.
Apos este periodo, o acido foi removido por evaporacdo conforme descrito por BARBOSA et

al., 2003, com modificacgdes.

4.2.10 Analise da composicdo dos monossacarideos por cromatografia liquida de alta
presséo em coluna de troca anibnica com deteccdo amperométrica pulsada
(HPAEC/PAD)

A analise dos monossacarideos, obtidos apds hidrolise acida total, foi realizada em
cromatografia liquida de troca aniénica (HPAEC), com detector de amperometria pulsada
(PAD) (DIONEX) com os cromatogramas registrados em um integrador modelo 4600. Os
acucares neutros foram separados isocraticamente, usando uma coluna analitica CarboPac PA
1 (4 x 250 mm), equipada com guarda coluna PA 1, ao fluxo de 1,0 mL/min. As condicdes de
eluicdo foram produzidas utilizando agua deionizada (eluente 1) e 8 % de NaOH 200 mmol/L

(eluente 2). Apds o término da eluigdo a coluna foi regenerada com 100 % do eluente 2 (10
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min) e, antes da injecdo de nova amostra, foi submetida por 15 minutos as condi¢des iniciais
da anélise (8 % de NaOH 200 mmol/L). Para detec¢do e quantificagdo dos monossacarideos,
aliquotas de 25 pL contendo aproximadamente 200 ng de cada agtcar padrao, foram injetadas
na HPAEC/PAD. Foram utilizados os padrdes de monossacarideos neutros: fucose, arabinose,
ramnose, galactose, glucose e manose (VASCONCELOS et al., 2008).

4.2.11 Determinacdo da posicdo das ligacdes glicosidicas do EPS precipitado do C.

gloeosporioides

4.2.11.1 Metilacéo

Amostra de 3 mg do polissacarideo presente no precipitado do C. gloeosporioides foi
colocada em tubo de ensaio préprio para o procedimento de metilacéo e dissolvidas em 1 mL
de DMSO (dimetilsulfoxido) (para auxiliar a solubilizacéo, ultrassonicacdo foi utilizado).
Apos completa solubilizacdo foi adicionada uma pequena espatula de NaOH, finamente
pulverizado, e entdo, a amostra foi submetida ao banho de ultrassom por um periodo de 2
horas. No tubo ja frio, adicionou-se 1 mL de iodeto de metila e novamente foi submetido ao
banho de ultrassom por um periodo de 1 a 2 horas, sendo a reacdo acompanhada pelo
aparecimento da cor alaranjada. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 2,5 mL de agua
deionizada e o polissacarideo metilado foi recuperado pela extracdo com 1,5 mL de
diclorometano (4x). A fase organica foi recuperada e lavada com agua deionizada (3 vezes) e

depois, ja isenta de sais, seca no evaporador rotativo.

4.2.11.2 Hidrdlise, reducao e acetilacédo do polissacarideo metilado.

O polissacarideo completamente metilado e seco foi submetido a hidroélise acida com
TFA 3 mol/L (1 mL) e colocado em estufa a 120 °C, durante 1 hora. Ap0s esse tempo o acido
foi eliminado em evaporador rotativo e o material reduzido com borohidreto de sodio
deuterado (1,5 mg de NaBD4 para cada 1 mg de amostra) com o objetivo de marcar o carbono
anomérico. A reacdo permaneceu em repouso overnight a temperatura ambiente. Apos este
periodo, gotas de HCI concentrado foram adicionadas para neutralizacdo do sistema. O
material foi evaporado a secura e lavado (3vezes) com 2 mL de metanol para eliminar os
boratos na forma de borato de trimetila. Por fim, a amostra foi acetilada com 0,5 mL de

piridina e 0,5 mL de anidrido acético (1:1), e deixada em reacdo a 100 °C durante 1 hora. Os
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reativos foram evaporados a secura e a amostra dissolvida em 0,1 a 0,2 mL de cloroférmio
para ser injetada no cromatdgrafo gasoso.

Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida preenchida com HP5-MS (30 m x
0,25 mm ID x 0,25 um) usando hélio como gés de arraste. Programa de temperatura: 160 °C
(2 min) - 2 °C/min - 210 °C.

4.2.12 Método fisico de separacdo dos exopolissacarideos insolGveis em agua

Os exopolissacarideos liofilizados, obtidos dos trés fungos estudados, foram
solubilizados em &gua deionizada em agitacdo continua (agitador magnético), sem
aquecimento. Os EPS quando solubilizados em agua, formavam uma solucdo viscosa que,
centrifugada (3000 x g / 10 minutos), gerava uma fracdo solivel, denominada sobrenadante, e
um material sedimentado denominado de precipitado.

4.2.13 Métodos Espectroscopicos

4.2.13.1 Espectroscopia no infravermelho acoplado ao transformador Fourier (FT-IR)

Esta analise foi efetuada para verificar a configuragdo anomérica das ligacdes
glicosidicas dos polissacarideos e acompanhar as reacdes de sulfatacdo pelo aparecimento das
bandas associadas ao grupo sulfato. A espectroscopia de infravermelho acoplada ao
transformador Fourier foi realizada usando o espectrometro BRUKER modelo Vector 22.

Uma aliquota de 0,8 mg do EPS liofilizado, tanto natural quanto sulfatado, foi
macerada com 250 mg de KBr. As pastilhas utilizadas para a analise foram feitas com uma
pressdo de 5 toneladas por 75 segundos. As analises foram conduzidas na faixa de 4000 a 600

cm* em uma resolucéo de 8 cm™.

4.2.13.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A amostra (~8 mg) foi solubilizada em DMSO deuterado (250 pL). Os experimentos
de RMN uni (*H) e bidimensional (HSQC) foram conduzidos em espectrémetros Bruker DRX
400 MHz (400,13/100,61 MHz, H/C), em tubos de 5 mm di, a 70°C. Os deslocamentos
quimicos (8) foram expressos em ppm utilizando o DMSO como referéncia (*H=2,40 ppm e

13C=39,7 ppm). Os dados foram analisados através de um software da Bruker.
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4.2.14 Derivatiza¢do quimica do Exopolissacarideo por sulfatacéo

O EPS produzido pelo Colletotrichum gloeosporioides foi derivatizado
quimicamente através de uma reacdo de sulfatacdo conforme descrito por O’Neill (1955) com
modificagdes. Vinte e trés (23,0) mg do EPS (precipitado) foram dissolvidos em 5,0 mL de
formamida com o uso de agitacdo magnética vigorosa, por um periodo de 3 horas.

Foram adicionados 5,0 mL de piridina (catalisador) ao sistema acima, mantendo-se
em agitacdo vigorosa por 24 horas, a temperatura ambiente.

Em seguida, em banho de gelo, foram adicionados 2,0 mL de &cido clorossulfonico,
gota a gota, tomando-se os devidos cuidados para evitar a hidratacdo do sistema reacional,
que foi mantido sob agitacdo a 4 °C overnight. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de
gelo, neutralizada com uma solugdo de bicarbonato de sédio 10 % (m/v), até ndo haver mais
desprendimento de gas e entdo dialisada contra &gua corrente por 4 dias e contra agua
destilada por mais dois dias, em sacos de dialise apropriados (12.000 Da).

Apos este periodo, a fracdo ndo dialisavel foi concentrada em um evaporador rotativo
a baixa pressao e liofilizada, para posterior determinacdo do grau de substituicdo (D.S.). O
procedimento de sulfatacdo foi repetido mais duas vezes, totalizando trés reacOes, para
obtencdo de valores de D.S. iguais ou maiores que 0,6. O acompanhamento da reagdo de

sulfatacdo foi realizado através de FT-IR.

4.2.15 Determinacéo do grau de substituicéo (D.S.)

O grau de substituicdo do EPSsuLratapo (D.S.) foi determinado através do metodo
turbidimétrico, empregando o reagente cloreto de bario-gelatina, descrito por Dodgson e Price
(1962).

Amostras de 2 mg do EPSsuLratapo foram hidrolisadas com 2 mL de é&cido
cloridrico 1M por 5 horas a 100 °C. Apds a hidrolise, uma aliquota de 0,2 mL do hidrolisado
foi adicionada a 3,8 mL de TCA a 3 % (m/v) e 1 mL de solucdo protetora recém preparada. A
solucdo protetora foi preparada dissolvendo-se 6 g de cloreto de sddio em 20 mL de agua
destilada com 0,5 mL de HCI concentrado e 2,5 mL de gelatina a 1 % (m/v). A mistura
reacional foi agitada por 1 minuto e deixada em repouso por 15 minutos a temperatura
ambiente e depois realizada a leitura espectrofotométrica a 360 nm.

A determinagdo do D.S. foi feita através da seguinte formula:
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D.S. =162 x S/ (3200 — 102 x S) (para hexoses), onde:
162 - representa 1 mol da unidade repetitiva (hexose)

3200 - representa a massa atdmica do enxofre (32g x 100)
102 - representa 1 mol do éster substituinte (SOsNa)™

S - representa o teor de enxofre em porcentagem.

A porcentagem de enxofre na molécula foi determinada através da relacéo,

previamente descrita por Whistler e Spencer, 1964:

% S = (BaSOg, nug) x 0,1374 x 100/ (massa amostra sulfatada, pg)
O teor de sulfato foi determinado em relacdo a uma curva de calibracdo de ions
sulfato (0, 005 g%) na faixa de linearidade de 20 a 180 pug.

4.3 Atividade Biologica: Atividade Anticoagulante

O potencial anticoagulante do EPS suLratapo foi realizado atraves dos testes classicos
de atividade anticoagulante TT (Tempo de Trombina), PT (Tempo de Protrombina) e APTT
(Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado) de acordo com os protocolos presentes nos Kits
da marca In Vitro Diagndstica, utilizando a heparina sédica (5000 UlI/mL) como padrdo. Os
ensaios foram conduzidos com as amostras (EPS e EPS suiLratabo 0-200 pg/mL) e o padrio
(heparina 0-30 pg/mL) solubilizados em salina fisiolégica (0,9 %, m/v). O plasma humano foi
obtido da centrifugacdo de sangue de doadores saudaveis (1500 x g por 15 minutos). Para 0s
controles, a salina fisioldgica foi adicionada ao plasma sanguineo em uma proporcdo de 1:10
(10 pL de salina ¢ 90 uL. de plasma), sendo esta mesma propor¢do mantida para as diferentes

concentracdes utilizadas para as amostras.

4.3.1 Tempo de protrombina (PT)

O tempo de protrombina determina o tempo de coagulacédo do plasma apés a adicdo de
tromboplastina (fonte de fator tissular) e célcio. A recalcificacdo do plasma na presenca de
fator tissular gera o Fator X ativado e posteriormente um coagulo de fibrina.

As amostras (EPS e EPS suLraTapo) € controle foram ensaiados em triplicada. A cada
tubo pré-aquecido (37°C) foram adicionados 100 pL da mistura plasma/amostra (90 pL
plasma e 10 pL amostra — diferentes concentragdes) ou plasma/padrao (90 pL plasma e 10 L.
padrdo — diferentes concentragdes) ou plasma/controle (90 pL plasma e 10 pL salina 0,9 %

(m/v)). Os tubos foram entdo incubados a 37°C por 3 — 5 minutos e em seguida adicionou-se
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200 pL de reagente (reconstituido conforme orientagdo do fabricante e aquecido a 37°C).
Imediatamente apos a adicdo do reagente, o cronémetro foi acionado para registrar o tempo

gasto para a formacdo do coagulo.

4.3.2 Tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT)

Este teste determina a ativacdo da fase-contato para posterior desencadeamento da via
intrinseca da coagulacdo. Este teste contém um ativador plasmatico e fosfolipidios que atuam
como substituinte das plaquetas. A mistura reacional dever ser recalcificada e a formacdo do
coagulo cronometrada.

As amostras e controle foram ensaiados em triplicada. A cada tubo pré-aquecido
(37°C) foram adicionados 100 pL da mistura plasma/amostra (10 pLL das amostras ou padréo -
nas diferentes concentracdes - ou salina 0,9% (m/v) e 90 uL plasma) ¢ 100 uL do reagente
especifico. Os tubos foram entdo incubados a 37°C por 3 — 5 minutos e em seguida foram
adicionados 100 uL de cloreto de calcio. Os tubos foram entdo agitados brevemente, e

cronometrou-se o tempo gasto para a formacao do coagulo.

4.3.3 Tempo de trombina (TT)

O Tempo de Trombina é um teste simples de screening para condi¢cdes que possam
interferir na conversdao de fibrinogénio em fibrina. Uma trombina de baixa poténcia é
adicionada ao plasma e a formacédo do coagulo é cronometrada. As amostras e controles foram
ensaiados em triplicada. A cada tubo pré-aquecido (37°C) foram adicionados 200 uL da
mistura plasma/amostra (180 puL plasma e 20 pL das amostras ou padrdo nas diferentes
concentracdes ou salina 0,9 % (m/v)). Os tubos foram entdo incubados a 37°C por 3 — 5
minutos, e em seguida foram adicionados 100 ul de reagente e 0 crondmetro foi

imediatamente acionado para registrar o tempo gasto para a formacdo do coagulo.
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Figura 9-Fluxograma da metodologia utilizada para obtencéo e caracterizacdo do exopolissacarideo e determinagdo da atividade anticoagulante

in vitro
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sequéncia de experimentos efetuados neste trabalho € apresentada na forma de um
fluxograma (Figura 09).

Os primeiros resultados obtidos foram através de testes prévios do meio de cultivo
submerso, comparando a adi¢do de extrato de leveduras e peptona como fontes de nitrogénio.
Observou-se que os fungos cresceram e secretaram o EPS com maior eficiéncia, em meio
contendo o extrato de leveduras. Xu e colaboradores (2006) trabalharam com fungos
entomopatogénicos do género Paecilomyces e observaram uma melhor producdo de EPS,
quando utilizado o extrato de levedura, como fonte de nitrogénio organico. Smirdele e
colaboradores (2006) relataram que, no cultivo in vitro de alguns basidiomicetos, a pratica de
adicionar extrato de levedura contribuiu para obter maior rendimento de polissacarideo.

A fonte de carbono utilizada foi a glucose por tratar-se de monossacarideo facilmente
utilizado pelo metabolismo energético do micro-organismo para seu crescimento, bem como
para a producdo de exopolissacarideos, conforme descrito na literatura (BANERJEE, JANA,
MAHAPATRA, 2009; SHARMILLA et al., 2014). Os cultivos foram realizados, segundo
Steluti e colaboradores (2004), como relatado na metodologia.

Fungos filamentosos sdo alvos de pesquisas, na area biotecnoldgica, para a obtengéo
de metabolitos, devido a facilidade de cultivo, secrecdo em quantidades volumosas dos
produtos dos metabolismos primario e secundario quando em escala industrial e obtencéo das

substancias em tempo e espacos menores (SELBMANN et al., 2002).

5.1 Aspectos gerais dos cultivos fungicos em meio solido e liquido

O fungo endofitico N. parvum (Figura 10-A), foi cultivado inicialmente em meio
solido por quatro dias, tanto para os experimentos de determinacdo do volume de in6culo
quanto de tempo de cultivo. Observou-se que apds este periodo 0os micelios eram abundantes e
com coloracdo escura (preto). Os pré indculos (Figura 10-D) apresentaram a biomassa na
forma de filamentos. Em meio submerso (Figura 10-G), nos experimentos de volume de
indculo, o cultivo apresentou aspecto de algoddo, uniformemente distribuido, sem a formacéo
de pellets. O micélio submerso era de cor amarelo-clara predominante, entretanto a biomassa
aderida a parede do erlenmeyer estava com tom mais escuro, semelhante ao cultivo em meio
solido. Durante a realizagdo da curva de tempo a biomassa e o caldo fermentado iam se
tornando mais escuros (preto) a medida que o tempo de cultivo aumentava. Nas primeiras 72

horas, a biomassa e o caldo fermentado apresentaram-se claros.
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Phillips e colaboradores (2013) descreveram que as pigmentac¢des, marrom escura e
preta do micélio, podem surgir desde o periodo germinativo, particularmente nos conidios, e
representam caracteristicas de diferenciacdo do N. parvum. Esses pigmentos escuros sdo
reconhecidos como melaninas, secretadas por muitos fungos, com coloragdes que variam
desde o marrom escuro até o preto (YUA et al., 2015).

O crescimento do Fusarium sp em placa (Figura 10-B), ap6s cinco dias de incubacéo
em estufa bacteriologica a 28 + 2°C, apresentou um micélio com aspecto de algodéo,
abundante e de coloracédo résea e branca. Os pré indculos apresentaram biomassa como pellets
(Figura 10-E). E importante ressaltar que durante os experimentos em meio submerso (Figura
10-H), tanto para a determinacao do volume de in6culo como para o tempo, observou-se que,
quanto mais concentrado o indculo e maior o tempo de incubagdo utilizado, mais biomassa
pigmentada era produzida, passando de uma coloragdo amarelo-clara para rosa forte, com
odor intenso, muito semelhante ao da fruta goiaba. Wiemann e colaboradores (2009) relatam
que algumas espécies de Fusarium podem produzir pigmentos coloridos como metabdlitos
secundarios, que também serviriam para protecao contra efeitos ambientais, como ao aumento
de temperatura, incidéncia de radiacdo, entre outros.

O Colletotrichum gloeosporioides (Figura 10-C) em meio solido e apds cinco dias de
incubacéo, apresentou micélio com aspecto de flocos de algodéao, pouco denso (esparso) sobre
toda a placa. As hifas mais novas apresentaram coloracao branca e as mais velhas cores entre
castanho-claro e castanho-escuro. Os pré inoculos apresentaram biomassa na forma de pellets
(Figura 10-F). Em meio liquido o micélio apresentou-se na forma de hifas curtas e abundantes
(Figura 10-1) com coloracdo amarela clara, assim como o caldo fermentado, quando incubado
por até 72 h e com volume de inéculo de 1,0 mL / 25 mL de meio. A medida que volume e

tempo aumentavam, a biomassa e o caldo fermentado tornavam-se escuros.
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Figura 10-Aspectos dos cultivos em meio solido e liquido (pré-indculo e in6culo) dos fungos
Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e Colletotrichum gloeosporioides

N. parvum Fusarium sp

C. gloeosporioides
i —— % e

e N

Meio soélido

Pré-in6culo

In6culo

Fonte: Prépria autora

5.2 Determinacdo do volume de indéculo para a producdo de EPS por N. parvum,
Fusarium sp e C. gloeosporioides.

Os resultados das quantificacBes de acgUcares totais, redutores e proteinas obtidos a
partir da curva de volume de indculo, para os trés fungos estudados, estdo apresentados na
Figura 11. As concentracbes de acgucares redutores e proteinas foram pequenas em
comparagdo a concentracdo de acUcares totais (DUBOIS et al., 1956). Essa relagdo entre as
concentracdes de acUcares sugere que o material secretado esteja na forma de polissacarideos,

que ndo séo acucares redutores.
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Figura 11-Quantificacdo de agucares totais (A. T.) (—s—), redutores (A. R.) (—e—) e proteinas
(P. T.) (——) nos diferentes volumes de indculo para os fungos. A: N. parvum, B: Fusarium
sp e C. C. gloeosporioides
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Os valores correspondem a média e desvio padrdo das triplicatas.

De acordo com Barbosa e colaboradores (2004) a producdo de EPS, durante a
fermentacdo submersa, se deve a um conjunto de fatores quimicos e fisicos que favorece o
crescimento do micro-organismo assim como a sintese, rendimento e composicdo da
macromolécula. Partindo-se dessa premissa, deve-se estabelecer um protocolo de

experimentos onde parametros de cultivo, para o processo fermentativo, devem ser definidos.
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O crescimento de cada micro-organismo pode se apresentar de maneira diferente em resposta
ao efeito das mudangas ambientais e a fonte de carbono utilizada, que pode ter parte
convertida, pela célula microbiana, em polissacarideos.

Razack; Velayutham; Thangavelu (2013) pontuam que apesar da analise individual de
fatores fermentativos ser considerada dificil e trabalhosa, ela auxilia na sele¢do de parametros
de cultivo mais significativos para estudos da producdo de grandes quantidades de
biopolimeros.

Um desses parametros € o volume de indculo, determinante para a producdo de
polissacarideos microbianos. Esses metabolitos sdo produzidos na fase estacionaria e com
excesso da fonte de carbono, no meio de cultivo. Quando o volume de in6culo é pequeno,
pode comprometer o rendimento do processo fermentativo, pelas células microbianas
requererem maior tempo para atingirem sua biomassa maxima (IQBAL, ZAFAR, 1993). Em
volume grande de in6culo (maior concentracdo de células) poderia comprometer a sintese da
molécula de interesse, pois o substrato seria utilizado, principalmente, para suprir as
necessidades do crescimento celular como a formacdo das estruturas celulares, de enzimas
biossintéticas, entre outras atividades celulares, desfavorecendo a producdo de EPS
(PAPAGIANINI, 2004).

No Anexo 1 (tabela) estdo apresentados os resultados dos EPS produzidos pelos
fungos durante a realizacdo da curva de volume de indculo apos a quantificacdo de agucares
totais e redutores. O calculo da secrecdo dos EPS foi realizado subtraindo-se a concentragédo
de acUcares redutores da concentracdo de acucares totais. Os resultados dessas analises sao
mostrados na Figura 11, onde se observa que, para cada fungo estudado, o volume 6timo de
indculo foi diferente: 2,5 mL de células para o N. parvum, 2,0 mL para o Fusarium sp e 3,0

mL para C. gloeosporioides, para cada 25 mL do meio de cultivo.
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Figura 12-Curva de indculo: comparativo da producdo de EPS pelos fungos, N. parvum
(—=—), Fusarium sp (—=—) e C. gloeosporioides (—&—)
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Os valores correspondem a média e desvio padrao das triplicatas.

Apesar de serem esses 0s volumes de inoculos ideais para cada micro-organismo, nas
condicdes estudadas, o C. gloeosporioides (Figura 11-C) secretou pigmentos escuros a partir
1,5 mL de in6culo, dificultando a filtracdo do caldo fermentado por membrana de acetato de
celulose de 0,45 um. Os fungos N. parvum e Fusarium sp comegaram a apresentar pigmentos
a partir de 3,0 mL e 2,5 mL de células, respectivamente (Figura 11-A e B). A dialise dos
caldos fermentados, ndo foi eficiente para a remocao dos pigmentos que permaneceram nao
dialisaveis. De acordo com Wiemann e colaboradores (2009), fungos fitopatogénicos podem
produzir pigmentos, em vias metabolicas secundarias, que geralmente estéo relacionados com
mecanismos de defesa do micro-organismo contra mudangas no ambiente, por exemplo,
efeitos causados por radiacbes UV, variacGes de temperatura e pH. Esses metabodlitos

secundarios também podem prevenir, na natureza, as infec¢cdes causadas por outros fungos.
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Figura 13-Aspecto da biomassa dos cultivos pigmentados, sendo A: N. parvum. B: Fusarium
sp. C: C. gloeosporioides

A

Ainda, de acordo com a Figura 13, é possivel observar que a partir de 2,5 mL de
indculo a producdo de EPS, pelo N parvum, cai sensivelmente, sugerindo que uma maior
quantidade de células, presentes nos volumes maiores de indculo, aumenta a competicdo pelos
nutrientes do meio de cultivo, restando pouco da fonte de carbono para a sintese e secrecdo
dos polissacarideos. Para o N. parvum pode ser estabelecido que o volume de indculo de 2,5
mL foi considerado ideal para a producdo do EPS (375 mg/L). Para o Fusarium sp o melhor
rendimento em EPS (209,4 mg/L) foi obtido no volume de in6culo de 2,0 mL, observando-se
gue em maiores volumes também ocorre uma queda na producdo dos polissacarideos por
motivos, provavelmente, semelhantes ao anterior. Em relagdo ao C. gloeosporioides
verificou-se que, apesar do indculo de 3,0 mL ser considerado o melhor para producéo de EPS
(512,8 mg/mL), ndo houve uma variacao significativa para os diferentes volumes de inéculos,
estudados.

Tais resultados demonstraram que o estudo do volume de indculo foi importante para
acompanhar a producdo de EPS pelos fungos N. parvum e Fusarium sp. Para o C.
gloeosporioides a producdo do pigmento impediu que a quantidade ideal de células para
maior producdo de EPS pudesse ser adotada, embora, felizmente, a sintese do EPS ndo sofreu
variagdes significativas em diferentes volumes de indculo e o fungo C. gloeosporioides foi
considerado o melhor produtor de EPS.

Lee e colaboradores (2004) descreveram que, em fermentacdo submersa, o inoculo é

fator limitante para a producdo e secrecdo de polissacarideo por fungos filamentosos. Em
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estudo com Grifola frondosa, os autores determinaram que na faixa de 2 a 6% a concentragédo

de indculo de 3%, foi considerada ideal para obter maior concentracdo de exopolissacarideos.

5.3 Determinacéo da influéncia do tempo de cultivo na producéo dos exopolissacarideos
por N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides.

Para determinar a influéncia do tempo na producdo de EPS foi realizada a curva de
tempo de cultivo para cada micro-organismo. Para o estudo desse parametro foram utilizados
os volumes de indculos estabelecidos no experimento anterior: para cada 25 mL de meio de
cultivo foram utilizados 2,5 mL de inéculo para N. parvum, 2,0 mL para Fusarium sp e 1,0
mL para C. gloeosporioides. Para esse Gltimo micro-organismo vale lembrar que o
aparecimento do pigmento foi o fator decisivo na escolha do pequeno volume.

Os resultados das quantificacbes de proteina, aclcares redutores e totais estdo
mostradas na Figura 13 e Anexo 2 (tabela). A diferenca entre os agucares redutores e totais
expressa a quantidade de EPS produzida por cada micro-organismo. De acordo com esse
estudo o fungo N. parvum (Figura 13 —A) teve o tempo de 72 horas como ideal para a maior
secrecdo de EPS, apds o qual ocorre uma queda brusca e assim se mantém até 360 horas,
maior tempo estudado. Para os fungos Fusarium sp (Figura 13-B) e C. gloeosporioides
(Figura 13-C) a producao de EPS ¢ crescente, até o periodo de 360 horas de cultivo.

Segundo Xiao e colaboradores (2004) quanto maior for o tempo de cultivo maior sera
a secrecdo de polissacarideo, durante o processo fermentativo e para Wu, Chen e Pan (2012) o
tempo de cultivo € um dos fatores que possibilita maior producdo de EPS pelos micro-
organismos. Osinska-Jaroszuk e colaboradores (2015), descreveram que o0s fungos
ascomicetos e basidiomicetos requerem um tempo variado de incubacdo para a sintese de
polissacarideos, que pode ser de 3 até 40 dias de cultivo, como observado para a producdo de
EPS para Auricularia auricula (7.5 g/L, 4 dias) e Fusarium oxysporum (0,6 g/L em 40 dias).
Concordando com o exposto pelos autores acima, dois dos trés fungos estudados neste
trabalho aumentaram a producdo e secrecdo de EPS proporcionalmente ao tempo, até 360
horas. A Figura 15 demonstra a producéo de EPS pelos fungos estudados. O N. parvum teve a
producdo maxima de EPS (366,5 £ 4,0 mg/L) em 72 horas, a partir do qual houve um
decréscimo até 120 horas, se estabilizando até 360 horas. A partir de 96 horas de cultivo
ocorreu a formagdo de um pigmento escuro com a concomitante diminui¢do da secre¢do do
EPS, que poderia sinalizar um desvio da via metabdlica de sintese do EPS para a sintese do

pigmento.
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O fungo Fusarium sp, apesar de uma produgéo crescente de EPS, proporcional ao
aumento do tempo de cultivo, também apresentou um pigmento de coloragdo avermelhada a
partir de 120 horas que se acentuava com o aumento do tempo. A separacgdo por centrifugacéo
do caldo de fermentacdo e da biomassa mostrou que ambos 0S componentes estavam
pigmentados. A diélise exaustiva do caldo de fermentacdo, seguida da precipitacdo dos
polissacarideos pelo etanol, ndo foi eficiente para a regeneracdo dos biopolimeros limpidos.
Desta forma, o tempo de 96 horas foi adotado como melhor tempo de cultivo com o caldo de
fermentacdo limpido e produzindo 302 mg de EPS, por litro de cultivo.

O fungo C. gloeosporioides foi, nas condic¢des estudadas, o0 melhor produtor de EPS
a partir de 72 horas, alcancando um méaximo de 1.640,8 mg/L no tempo de 360 horas.
Entretanto, a partir de 96 horas, tanto o caldo de fermentacdo quanto a biomassa tomaram
uma coloracdo acinzentada que foi se intensificando, com o tempo, até se tornarem negras
(Figura 13-C). Centrifugacéo, filtracdo (muito dificil) e dialise exaustiva, ndo foram capazes
de remover o pigmento. Para o C. gloeosporioides o tempo anterior (72 horas) ao
aparecimento do pigmento foi considerado ideal para a producdo do EPS, que foi de 421,4
mg/L.

De acordo com a literatura, para a producdo de EPS os tempos de cultivo utilizados
sdo geralmente superiores a 4 dias. Li; Jiang; Guan (2010) descreveram que a secre¢do de
EPS pelo Hirsutella sp foi mais eficiente em 4 dias de incubacdo. Lima e colaboradores
(2008) relataram que o maior rendimento de EPS secretado por Agaricus brasiliensis foi com
adicdo de proteina hidrolisada de soja e 9 dias de incubagdo (1.430,7 mg/L) e 6 dias sem
adicdo da proteina (993,5 mg/L). Lin e Sung (2006) descreveram que foram necessarios 14
dias de cultivo para a maior producdo de EPS pelo Antrodia cinnamomea. Pleurotus
pulmonarius apresentou a melhor producdo de EPS em 10 dias de cultivo (EL-DEIN et al.,
2004).
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Figura 14-Quantificacdo de acUcares totais (A. T.) (—=—), redutores (A. R.) (—*—) e proteinas
(P. T.) (—&—) dos cultivos nos tempos realizados para os fungos. A: N. parvum, B: Fusarium
sp e C: C. gloeosporioides

AT,AR. eP.T.(mglL)

AT,A R.eP.T. (mglL)

Os valores correspondem a média e desvio padrdo das triplicatas.

AT,A.R.eP.T.(mglL)

450
400
350
300
250
200
150
100

a
o

o & @

1000

800

600

400

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

i e A

= | \
| \

B | \

L / "

L ‘;‘ “.\

- “‘4 “,\ & - .

/ \

K f \

. @ )

C A A -

L e o b £ ° .
(P RS (P P S T IPT TIPR TIOR, o PU P SRR NS YD TR
0 24 48 72 96 120 168 240 360

Tempo (horas)
']
-
i -
-
- -
- -
= -
A
o a
P A &

B &l - ) e
et T i g A 1 AR S, A |
0 24 48 72 96 120 168 240 360

tempo (horas)

= -

i -

- -

- /'-

/

- '-

L -

/

- / -

- = * A

L a o a6 ° ° )
T P O T ST L R S S T LR
0 24 48 72 96 120 168 240 360

Tempo (horas)



63

Figura 15-Curva do tempo de cultivo para producgdo de EPS pelos fungos N. parvum (—s—),
Fusarium sp (—s—) e C. gloeosporioides (—&—).
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Dados na literatura (WIEMANN et al., 2009), relacionados aos estudos da producéao
de pigmentos em cultivos submerso de fungos, mostram que a biossintese desses metabolitos
secundarios comeca a ocorrer no final da fase de crescimento e inicio da idiofase (fase
estacionaria) como um mecanismo de defesa do micro-organismo contra limitagdo das fontes
de carbono e nitrogénio bem como as mudancas de pH, que podem acontecer nessa etapa do
desenvolvimento celular

Os valores de pH do caldo de fermentacdo foram determinados ao final de cada tempo
na curva do tempo de cultivo, apds filtracdo para separacdo da biomassa (Tabela 1). O pH
inicial do meio para os trés fungos estudados foi de 5,6. A melhor producéo de EPS para o N.
parvum aconteceu em pH 6,0 e para o Fusarium sp e C. gloeosporioides em pH 5,0. A partir
de pH 7,0, para qualquer um dos trés fungos estudados, ocorreu a secrecdo de pigmentos que
se intensificavam na cor, com o0 aumento do tempo de cultivo, embora em alguns casos o pH
se manteve 7,0. Provavelmente, o surgimento do pigmento, bem como a intensificacdo de sua
cor pode ter sido uma resposta fisiologica dos fungos aos processos de oxidacdo, por
exposicdo as alteracdes de temperatura ambiente, luminosidade e pH do meio, além da oferta
de fontes nutricionais de carbono e nitrogénio, como relatado por Yu e colaboradores (2015)
em seu trabalho.

O fungo Chlorociboria aeruginascens (isolado de madeira em Haliburton Forest, ON,
Canadd) exibiu mudancas na cor, em fungdo das faixas de variagdes do pH do meio de

cultivo. Em meio &cido ele produziu um pigmento amarelo esverdeado, em meio neutro ele se
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tornou verde escuro e, novamente, se modificou para um tom verde claro acastanhado com o
aumento do tempo de cultivo (TUDOR; ROBINSON; COOPER, 2013).

Tabela 1- Valores dos pH finais ap6s os tempos de cultivos dos fungos.

Tempo
(horas) N.parvum Fusariumsp C. gloeosporioides
24 5 5 5
48 6 5 5
72 6 5 5
96 7 5 7
120 7 7 7
168 7 7 7
240 7 7 8
360 7 7 8

De acordo com Kim; Park; Yun (2006), o pH é um parametro que influencia o
crescimento micelial, a producdo de metabdlitos, a morfologia celular e a reologia do caldo
fermentativo. Em geral o crescimento celular ocorre em pH menor do que € necessario para a
producdo de EPS. Para a producéo de EPS por ascomicetos e basidiomicetos os valores de pH
dos meios de cultivo oscilam entre 4 a 7 (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015). Em estudos
realizados com G. lucidium, os pesquisadores observaram que na faixa de pH inicial entre 3 a
7, a maior producdo de EPS ocorreu em pH 5 (KIM; PARK; YUN, 2006).

A producéo de pigmentos pelos fungos N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides,
aparentemente em maior concentracdo nos cultivos de tempo, pode estar relacionada com
estratégias metabolicas do fungos para se manterem ativos mesmo com as variacdes de pH
observadas, favorecendo seus crescimentos assim como a sintese de EPS, ou seja, permitindo

suas sobrevivéncias e consequente producao de metabolitos de interesse.

5.4 Composicdo monossacaridica e analise de homogeneidade dos exopolissacarideos
produzidos por N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides

Para a caracterizacdo quimica dos EPS a primeira reacdo é a hidrdlise acida, que
promove a quebra das ligacdes glicosidicas liberando os monossacarideos constituintes da
macromolécula. Geralmente condi¢cdes mais gerais encontradas na literatura cientifica podem
ser utilizadas, mas, uma vez conhecido os constituintes, condigdes especificas de hidrélise

podem ser necessarias uma vez que a labilidade da configuragdo (o ¢ B) e da posicdo da
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ligagdo glicosidica (1—2, 1—3, 1—4, 1—6) sdo diferentes. Portanto, quando uma condi¢do
mais geral de hidrolise é utilizada se obtém valores de quantificacdo dos monossacarideos
proximos dos reais, mas ndo exatos. Para se obter esses Ultimos sdo realizadas curvas de
hidrélise onde tempo, tipo e concentracao de &cido devem ser cuidadosamente selecionados.

Com a disponibilizacdo dos métodos cromatograficos, a quantificacdo dos
monossacarideos provenientes da hidrolise tem sido relativamente simples. A sele¢do do
método cromatografico, a ser usado, depende da disponibilidade do equipamento, dos padrdes
e da quantidade de EPS hidrolisada. Os procedimentos mais comuns sdo cromatografia
liquido-gasosa e mais recentemente, o uso da cromatografia liquida a alta pressdo. No
primeiro caso 0s monossacarideos devem ser derivatizados para tornarem-se volateis antes da
analise; a cromatografia liquida dispensa a derivatizacdo quando um detector eletroquimico é
utilizado.

A identificacdo bem como a quantificagdo dos monossacarideos presentes no
hidrolisado, proveniente do tratamento acido dos EPS secretados pelos trés micro-organismos
(Tabela 2) foi efetuada por cromatografia liquida de ions em alta pressdo (HPAEC — high
performance anionic exchange chromatography) acoplada a um detector de Oxido-reducgéo
(amperometria integrada ou pulsada — PAD) (ORLANDELLLI et al., 2016; PAZUR, 1994).

Tabela 2- Composi¢do monossacaridica do hidrolisado acido dos EPS secretados pelos fungos
N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides.

Fungo/ Monossacarideo (%) Gal Glc Man
N. parvum 14 78 08
Fusarium sp 19 13 68
C. gloeosporioides 18 81 01

Os resultados dessa andlise (Tabela 2) foram obtidos a partir dos EPS separados
considerando a melhor concentracédo de in6culo e do tempo de cultivo considerado ideal, sem
a presenca de pigmento. N. parvum (78%) e C. gloeosporioides (81%) tiveram como
componente majoritario o monossacarideo glucose, sugerindo a presenca de uma glucana. No
EPS produzido pelo Fusarium sp a manose se mostrou como principal monémero, sugerindo
a presenca de uma manana. Pela diversidade na composi¢cdo monossacaridica, & importante
observar que, para qualquer um dos trés fungos, hd um forte indicio da presenca de mais de
um tipo de polimero constituindo o material secretado, sugerindo a necessidade de

procedimentos de purificagao.
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Mahapatra; Banerjee (2013) relataram a diversidade na composicdo dos EPS fungicos.
Esses biopolimeros apresentam monossacarideos combinados com compostos de diferentes
naturezas ou estruturas quimicas como proteinas, fosfatos, sulfatos ou aminas. Os
monossacarideos mais encontrados em polissacarideos secretados sdo glucose, manose,
galactose, xilose, fucose e ramnose. A glucose € o principal monémero dos EPS produzidos
pelos fungos Acremonium diospyri Crandall; Aspergillus niger; Botryosphaeria rhodina
RCYU30101; Cyttaria harioti; Drechsleras picifera; Elsino eleucospila; Epicoccumnigrum
Ehrenb. ex Schlecht; Lachnum sp. YM261; Nigrospora oryzae var. glucanicum; Pestaloti asp.
815; Phanerochaete chrysosporium. Mahapatra; Banerjee (2012) encontraram galactose e
ramnose na proporc¢do de 2:1 no EPS secretado pelo Fusarium solani.

Steluti et al. (2004) descreveram que variagdes na composicdo e no percentual dos
monossacarideos formadores dos EPS estdo relacionadas com diferentes fontes de carbono
(por exemplo: glucose, frutose, sacarose, manose, entre outros), de nitrogénio (organicas
como o extrato de levedura e peptona e inorganicas como nitrato de amonia), pH, aeracéo,
velocidade de agitacdo, concentracdo de inoculo e tempo de cultivo. Peng e colaboradores
(2015) relataram que o Ganoderma lucidum produziu exopolissacarideos compostos por 7
monossacarideos diferentes, predominando glucose, manose e galactose. As concentragdes
dos monossacarideos nos EPS variaram conforme alterou a temperatura de cultivo e pH do
meio. O aumento da temperatura de incubacdo ou a diminuicdo do pH inicial do meio
diminuiu a quantidade de glucose em porcentagem molar no EPS produzido pelo fungo.

Levando-se em conta que qualquer alteracdo das condi¢des do meio de cultivo, até
mesmo aquelas ndo comandadas pelo experimentador, pode levar a algumas variacbes da
composicdo molecular, torna-se necessario que um procedimento experimental seja adotado
para acompanhar a pureza e o grau de homogeneidade do material secretado pelo micro-
organismo. A cromatografia de exclusdo estérica a alta pressao, acoplada ao detector de indice
de refracdo (HPSEC/RID) é o procedimento adotado, para este fim, no estudo dos
polissacarideos.

A Figura 16 mostra os cromatogramas dos EPS secretados pelos trés fungos, na

melhor condi¢do de cultivo, a mesma que foi adotada para os experimentos de hidrolise.
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Figura 16-Cromatograma dos EPS secretados pelos fungos A: N. parvum, B: Fusarium sp, C:
C. gloeosporioidespor HPSEC/RID.

W' 5000
A
50.1
2500
D_
| | 3. | W I I I
0 10 20 30 40 50 60
min
W 1500
{i B
1000- —
49.8
500
0]
T T 1T T 1 1
0 10 20 0 40 50 60
min
uy B
1 c
3000
48.3
2000
1000 39.4
0 N
I I | 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60
min

O cromatograma das solucdes dos EPS dos fungos Fusarium sp e C. gloeosporioides
mostrou dois picos que eluiram em tempos distintos, porém proximos para o Fusarium sp
(Figura 16-B) indicando massas moleculares ndo muito diferentes para 0os componentes, e

mais afastados no caso do C. gloeosporioides (Figura 16-C), sugerindo maior diferenca entre
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os tamanhos das moléculas. A presenca dos dois picos indica que pelo menos duas moléculas
distintas foram secretadas por cada um dos dois micro-organismos. O N. parvum (Figura 16-
A) apresentou um Unico pico na cromatografia, entretanto a sua base alargada sinaliza um
elevado grau de polidispersividade, sugerindo uma populagdo de moléculas pouco
homogénea. A polidispersividade € uma caracteristica fisico-quimica dos polissacarideos,
diferentemente das proteinas, cujo comando de sintese € DNA dirigido, gerando moléculas de
mesmo tamanho, ou seja, monodispersas. Os polissacarideos, principalmente aqueles que sdo
secretados, por ndo fazerem parte da estrutura fisica das células tornam-se muito grandes e
formam grandes complexos moleculares gerando solu¢des muito viscosas e, portanto, de
dificil caracterizacdo quimica.

Considerando que a identificacdo quimica da molécula, ainda que polidispersa, s6 tem
significado verdadeiro se estiver pura, (sem contaminantes de mesma espécie quimica ou de
espécie quimica diferente) o proximo passo foi encontrar um método simples e eficiente para

a separacgdo dos provaveis diferentes componentes presentes no EPS.

5.5 Purificacdo dos exopolissacarideos produzidos pelos fungos N. parvum, Fusarium sp
e C. gloeosporioides

Os EPS (150 mg para N. parvum, 140 mg para Fusarium sp e 300 mg para C.
gloeosporioides) quando solubilizados em agua, formavam uma solucdo viscosa que,
centrifugada, gerava uma fracdo sollvel, denominada sobrenadante, e um material
sedimentado que passamos a denominar de precipitado. Os precipitados liofilizados pesaram
11,0 mg, 20,8 mg e 1145 mg para N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides,
respectivamente. Aliquotas dessas fracdes, solubilizadas em &gua, com aquecimento
controlado (45 °C) foram utilizadas para a determinagdo do contetdo de proteinas totais, cujos
resultados indicaram os percentuais de 56%, 88% e 1% para N. parvum, Fusarium sp e C.
gloeosporioides, respectivamente. SO foi possivel efetuar a hidrolise acida no sedimento
proveniente do C. gloeosporioides, cujo resultado foi 100% glucose. Para as fracdes soluveis,

os resultados sdo mostrados abaixo, na Tabela 3.
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Tabela 3- Peso, porcentagem de acucar total (AT) e proteinas totais (PT), massa molecular
(MW) e composicdo monossacaridica dos polissacarideos secretados pelos fungos N. parvum,
Fusarium sp e C. gloeosporioides.

Composicdo
monossacaridica (%)
Micro-organismo EPS(mg) AT (%) PT (%) MW Gal Glc  Man

(kDa)
N. parvumsgpr 140,0 98,0 2,0 86,8 23 64 13
Fusarium Spsoor 116,0 98,0 2,0 42,9 03 02 95
C. gloeosporioidessoor 178,0 99,0 1,0 14 78 08
C. gloeosporioidesyrec 1145 99,0 1,0 71,2 100

EPS (mg): exopolissacarideo liofilizado

As fracdes solUveis, separadas pela centrifugacdo dos EPS secretado pelos N parvum e
C. gloeosporioides, sdo formadas principalmente de glucose, enquanto o Fusarium sp, cujo
percentual de manose aumentou na fracdo solivel (sobrenadante), secreta principalmente uma
manana. E sabido que os polissacarideos secretados podem ser quimicamente semelhantes
aqueles da parede celular, os quais, neste caso, estdo geralmente ligados a proteinas e lipideos
e cuja composicdo e estrutura quimica variam entre as diferentes espécies de fungos (KLIS,
BOORSMA, DE GROOT, 2006). As B-glucanas do tipo (1—3), (1—3; 1—6) e (1—6)
compreendem os principais constituintes da parede celular de fungos e leveduras e sdo 0s
polimeros mais frequentes no material secretado (WILLIAMS, 1997). Estudos recentes
(SHEPPARD, HOWELL, 2016), mostram que alguns fungos patogénicos secretam um
biofilme, composto por glucanas f(1—3) e um complexo manana-glucana, fundamental para
0 desenvolvimento e manutencdo da estrutura de protecdo. Ha registros na literatura
mostrando que a-(1—3)-glucanas também estdo presentes na parede celular de muitos fungos,
principalmente aqueles que provocam doencas em plantas ou seja, fitopatogénicos. Entretanto
ndo ha nenhuma informacdo, até o momento, desse tipo de molécula secretada por fungos.
Embora os polissacarideos secretados sejam semelhantes aqueles da parede celular, as
sinteses sdo governadas por caminhos independentes, segundo 0s autores acima.

Os resultados encontrados mostram que o material secretado pelos trés fungos e
denominado de EPS, embora majoritariamente formado por carboidrato, ndo é constituido por
um unico tipo de polissacarideo, indicando com isso a necessidade de purificacdo. E possivel
que o material secretado seja uma mistura de polissacarideos que formam complexos
supramoleculares, cuja solubilidade em agua € muito pequena. Ligacdes de hidrogénio devem

ser as principais interacbes quimicas responsaveis pela formagdo dessas estruturas,



70

considerando o elevado grau de hidroxilas presentes nos carboidratos. Essas ligagdes, embora
individualmente fracas, quando em conjunto geram esses grandes complexos que dificilmente
sdo separados por procedimentos quimicos brandos, como cromatografia de filtragdo em gel.
Assim sendo, a presenga de um unico pico no HPSEC/RID, nem sempre é um indicativo de
material homogéneo.

Guo e colaboradores (2013) relataram que o EPS produzido por Fusarium oxysporum
Y24-2, em meio submerso, composto por galactose e glucose na propor¢cdo molar de 1:1,
apresentou um dnico pico na cromatografia de filtracdo em gel, com massa molecular de 36
kDa. Mahapatra e Banerjee (2012) isolaram um EPS de Fusarium solani SD5, composto por
galactose e ramnose na propor¢do de 2:1, purificado por filtracio em gel e com massa
molecular de 1,87 x 10° Da.

O Fusarium sp estudado nesse trabalho tem a manose como principal componente da
fragdo soltvel e massa molecular de 43 kDa, aproximadamente (Figura 17-C).

As quatro fracdes polissacaridicas separadas por centrifugacdo, denominadas C.
gloeosporiodesprec, C. gloeosporiodessobr, Fusarium spsobr € N. parvumsonr foram analisadas por
HPSEC/RID (Figura 17).

Figura 17- Cromatogramas dos EPS secretados por C. gloeoporiodespec (A), C.
gloeoporiodessobr (B), Fusarium spsobr (C) € N. parvumsonr (D), por HPSEC/RID.
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Das quatro fragdes acima analisadas apenas o sobrenadante do C. gloeosporioides
mostrou 2 picos (Figura 17-B), indicando ainda a presenca de pelo menos dois polissacarideos
distintos. As demais fragdes apresentaram um Unico pico com base alargada que pode estar
relacionada com a polidispersividade dos polissacarideos. Essa hipotese foi confirmada pelos
valores do Mw/Mn (grau de polidispersividade), que foram superiores a 1,5.

Para determinar a configura¢do das ligacdes glicosidicas, a e/ou B, presentes nos
polissacarideos em estudo, analises de espectroscopia de FT-IR foram efetuadas e os
resultados, dispostos na Figura 18, sdo compativeis com espectros de glicanas, encontrados na
literatura (BARBOSA et al.,, 2003; STELUTI et al.,, 2004; ZHANG; ZHANG; CHENG,
1999).

Figura 18-Espectros no infravermelho dos C. gloeosporiodesprec (A), C. gloeosporiodesSsobr
(B), Fusarium spsobr (C) & N. parvumsopr (D), na regido de 4000 a 500 cm™
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Fonte: Prépria autora

A espectroscopia de FT-IR é utilizada para detectar variagdes nos estados de energia
vibracional das moléculas (KACURACOVA et al., 2002; WOLKERS et al., 2004). As

frequéncias vibracionais sdo especificas para cada grupo funcional e sdo sensiveis ao
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ambiente molecular, conformacéo e caracteristicas das cadeias (CAMPBELL; WHITE, 1989).
Embora o espectro no infravermelho seja caracteristico da molécula como um todo, certos
grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia,
independentemente da estrutura molecular.

Nos carboidratos neutros existem basicamente quatro tipos de ligacdes, C-C, C-O, C-
H e O-H, que apresentam as frequéncias teoricas, aproximadas, calculadas a partir do modelo
de um oscilador harménico como 1187, 1327, 2965 e 3084 cm™, respectivamente. Outros
tipos de ligacOes, como C-N (1144 cm™) e N-H (3010 cm™), aparecem em carboidratos
aminados, enquanto C=0 (2299 cm™) aparece em carboidratos acidos. Esses valores sdo
verificados para moléculas simples e sem interacdo com o ambiente; em sistemas mais
complexos como polissacarideos e outras macromoléculas, a complexidade das interacdes
inter e intramoleculares é maior, podendo haver um deslocamento destas frequéncias.

A determinacdo da estrutura de uma molécula orgénica a partir de um espectro de
FT-IR baseia-se na observacédo de sinais presentes na regido de frequéncias de grupos, que
esta compreendida entre 3600 a 1200 cm™ (Tabela 4).

Tabela 4- Regides de frequéncias normalmente atribuidas para carboidratos.

Regido de

Grupo Frequéncia (cm™)

Tipo de vibragéo

3 Estiramento 3600 - 3100
OH em alcool
Deformacéo 1660 - 1600
C-O-C em eter Deformacéo 1240 - 1200
alifatico
C-C alifético Estiramento 1200 — 1000
“CHz-e -CHs  coiiomento 2930 - 2880
alifatico
C-N Amina e Deformacéo 1360 - 1180
amidas
N-Haminae  nofomacao 3500 - 3300
amidas

Uma segunda etapa nas andlises de FT-IR consiste na comparacdo da regido
compreendida entre 1200 e 600 cm™ conhecida como regido de impressdo digital, valiosa para
a atribuicdo das diferentes vibragdes provocadas pelos anémeros o e B e estendidas para a
configuracdo das ligacBes glicosidicas no caso de oligo- e polissacarideos (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002). Para as hexoses o sinal ao redor de 880 cm™ geralmente é

atribuido a configuragdo B e em 810 cm™, a configuragio a. Como dito anteriormente, a
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complexidade das interacOes inter e intramoleculares promove pequenos deslocamentos
nessas frequéncias.

Observando a regido de impresséo digital para as quatro fragcdes analisadas, podemos
verificar que tanto Fusarium spsonr quanto C. gloeosporioidessonr apresentam sinais de ligagoes
o (~ 810 cm™) e B (~880 cm™) (Figura 18-B e C), que pode sugerir a presenca de mais de um
polimero, comprovado, no caso do C. gloeosporioides, pelo perfil do HPSEC/RID (Figura 17-
B). O N. parvumspr apesar de indicar apenas ligagdo a, apresenta uma composi¢do em
monossacarideos bastante complexa, o que ndo significa tratar-se de uma mistura, mas que
novas tentativas de purificacdo devem ser efetuadas para eliminar essa possibilidade.

O precipitado do C. gloeosporioides, constituido de 100% de glucose e com dois
sinais caracteristicos de um polissacarideo em configuragdo o (926 cm™ e 820 cm?), foi
selecionado para dar continuidade aos estudos de caracterizacdo e atividade biologica.
Segundo Zhang; Zhang; Cheng (1999) uma o-(1—3)-D-glucana, isolada do corpo de
frutificacdo do Lentinus edodes, apresentou bandas de absor¢do em 926, 844 e 822 cm™,
indicando que pela semelhanca dos sinais, o polissacarideo isolado do C. gloeosporioides
possa ser uma a-(1—3)-D-glucana.

Para investigar a posicdo das ligacbes glicosidicas o C. gloeosporioideSprec fOi
metilado e os acetatos de alditois parcialmente metilados foram analisados por GC/MS, cujo
cromatograma mostrou uma unica banda, com tempo de retencdo (9,701 min) e com
fragmentos de massa (m/z 87, 101, 118, 129, 161, 234), correspondente ao derivado 3-O-
substituido (2,4,6 tri-O-metil-glucitol), sinalizando a presenca de um polimero constituido por

unidades de glucose 3-O ligadas (Figura 19)
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Figura 19-Cromatografia gasosa dos acetatos de alditois parcialmente metilados (A) da
glucana obtida no precipitado do C. gloeosporioides e espectro de massa (B) do derivado
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Finalmente, para confirmar a estrutura do polimero a partir das analises acima, foi

realizado um experimento de ressonancia magnética nuclear bidimensional heteronuclear

(hidrogénio-carbono) (HSQC) a fim de determinar quais prétons (*H) estdo ligados aos

respectivos nicleos de carbono (**C) a partir de sinais de **C conhecidos ou de prétons ja

determinados pelo COSY ou pela literatura.
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Figura 20- Espectro HSQC da glucana obtida no precipitado do C. gloeosporioides em

DMSO a 70°C
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O espectro de HSQC (Figura 20) apresentou um unico sinal na regido anomérica
confirmando que a molécula tem apenas uma unidade monomérica repetitiva, com um unico
tipo de ligacéo glicosidica. O sinal de C1 em campo alto (99,3 ppm) e de H* superior a 4,99
(5,18 ppm) é caracteristico de polissacarideos com ligacdes glicosidicas em configuracéo a. O
deslocamento do carbono envolvido na ligacdo para campo baixo, na regido de 6 82,8/3,74
corresponde as unidades de C-3 substituidas. Os demais acoplamentos & 71,7/3,93, 69,9/3,52
e 69,8/3,51 correspondem ao C-5/H-5, C-2/H-2 e C-4/H-4, respectivamente. O sinal em
campo alto 60,1/3,75/3,62 corresponde ao C-6/H-6 a,b livre. Esses valores foram atribuidos
de acordo com dados da literatura (ZHANG, ZHANG, CHENG, 1999).

Dos experimentos efetuados pode-se concluir que um dos polissacarideos secretados
pelo C. gloeosporioides é uma a-(1—3)-D-glucana (Figura 21) com massa molecular de 71,2

kDa, cuja estrutura quimica proposta esta apresentada abaixo:

[—3)-0-Glcp-(1—3)-a-Glcp-(1—3)-a-Glep-(1—]~140

Embora esse tipo de polissacarideo ja tenha sido isolado da parede celular de fungos
entre eles, Aspergillus niger (SYNYTSYA, NOVAK, 2014) e Lentinus edodes (ZHANG,
ZHANG, CHENG, 1999), trata-se do primeiro registro dessa molécula como um metabdlito

secretado, indicando mais uma vez que os polissacarideos, constituintes da parede celular,
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podem ser liberados ao meio como um mecanismo para auxiliar na infeccdo do fungo ao
hospedeiro, criando um ambiente favoravel para o processo de sobrevivéncia.

Considerando a baixa solubilidade desse polissacarideo em agua, experimentos de
modificacdo quimica por sulfatacdo foram efetuados a fim de que o polimero resultante

pudesse ser aplicado nos testes de atividade bioldgica.

Figura 21-Estrutura quimica da a-(1—3)-D-glucana
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5.6 Sulfatacdo da a-(1—3)-glucana produzida pelo C. gloeosporioides

Modificacdes quimicas de polissacarideos oferecem a oportunidade de obtencéo de
novos agentes farmacologicos para aplicacdo terapéutica (OSINSKA-JAROSZUK et al,
2015). Processos de modificacdo de glucanas, principalmente pelo método de sulfatacdo, tém
recebido muita atencdo, pois os grupamentos sulfato inseridos no polimero, geram um
derivado mais soluvel e bioativo (MANTOVANI et al., 2008). Entre as atividades
farmacoldgicas apresentadas pelos polissacarideos sulfatados estdo anticoagulante,
antitrombotica, antiviral, antiinflamatéria, antiangiogénica e antiprolifetativa (YANG et al.,
2003). Acredita-se que 0 sucesso dessas acdes depende da estrutura do polimero, do grau de
sulfatacdo (DS), da massa molecular (MW) e das ramificacBes. Portanto, € importante
estabelecer um método apropriado de sulfatacdo, para cada grupo de macromoléculas.

A o-(1—3)-glucana produzida pelo C. gloeosporioides foi solubilizada em
formamida que, por ser um solvente aprotico, permanece inerte no meio reacional. Apos a
solubilizacdo do polimero a piridina, que tem como fun¢édo agir como catalisador da reacao de
sulfatacdo foi adicionada. O fato de a piridina possuir um par de elétrons disponivel para
formar pontes de hidrogénio com as hidroxilas livres dos polissacarideos faz com que a
nucleofilia desses grupamentos (OH) aumente, tornando-os mais reativos (HAINES, 1976).

O conteudo de enxofre (S %) nas amostras sulfatadas foi determinado pelo célculo do

grau de substituicdo (DS) do polissacarideo sulfatado. Os valores obtidos neste tipo de analise
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indicam o nimero médio de residuos de sulfato presentes nos monossacarideos componentes
da cadeia polissacaridica (YANG et al., 2003) e esta informacdo é importante uma vez que a
atividade biol6gica aumenta com o grau de sulfatacdo ou seja, a bioatividade é dependente do
grau de sulfatacdo (HUANG et al., 2008).

O polissacarideo do C. gloeosporioides foi submetido a trés processos de sulfatacdo. No
segundo ciclo de sulfatacdo o valor encontrado para o DS, de acordo com o método
turbidimétrico, foi de 0,38 e, no terceiro processo de sulfatacdo o DS foi de 0,75. O primeiro
ciclo de sulfatacdo ndo foi analisado para poupar o gasto de material e geralmente, uma Unica
reacdo de derivatizacdo mostra-se ineficiente para o DS desejado (> 0,6). Analises
turbidimétricas e de espectroscopia de infravermelho acoplado ao transformador Fourier (FT-
IR) foram utilizadas para acompanhar o processo de sulfatacéo.

A efetividade da reacdo de sulfatacdo foi acompanhada através da comparacdo dos
espectros de absorcdo de FT-IR (MENDES et al., 2009; YANG et al., 2003) do polissacarideo
ndo sulfatado, sulfatado 2 vezes e sulfatado 3 vezes. Os grupamentos sulfato inseridos no
polissacarideo induziram o aparecimento de novas bandas no espectro de FT-IR (Figura 22).
Bandas de absorcdo na regido de 1231 cm™ podem ser atribuidas as vibragbes S=O
assimetricas associadas a distribuicdo dos grupamentos sulfato na molécula (YANG et. al.,
2003; GERESH, MAMONTOV, WEINSTEIN, 2002). A banda encontrada na regido de 811
cm? pode ser atribuida a vibragdo simétrica da ligagdo C-O-S do grupo COSOs, 0 que indica
efetivamente a reacdo de sulfatacdo (NIE et. al., 2006; VASCONCELOS et al., 2013; YANG
et al., 2003). Apesar dos resultados das andlises turbidimétricas indicarem o aumento do DS
na terceira reacdo de sulfatacdo, ndo foi possivel observar diferencas significativas entre 0s
espectros obtidos na segunda e terceira sulfatacdes. Isso se deve provavelmente a menor

quantidade de material utilizada na confeccdo da pastilha apds a terceira sulfatacéo.
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Figura 22-Espectros de infravermelho do polissacarideo secretado pelo C. gloeoporiodesSprec
sem sulfatagdo, com dois e trés ciclos de sulfatacdo na regido de 4000 a 500 cm™.
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A cromatografia de exclusdo estérica a alta pressdo (HPSEC/RID) foi efetuada para
verificar, através do volume de eluicdo das amostras sulfatadas, a alteracdo da massa
molecular e possivel ocorréncia de degradacdo, devido as condicbes da reacdo. O
cromatograma do polissacarideo sulfatado (Figura 23) foi semelhante ao polimero original. A
reacdo de sulfatacdo por inserir varios grupos sulfato aumenta a massa molecular e, portanto a
eluicdo na cromatografia de exclusdo estérica acaba ocorrendo antes. A sulfatacdo aumenta a
solubilidade do material e, pela insercdo de grupos negativamente carregados, também
promove modificacbes na conformacdo levando a diminuicdo da viscosidade (GERESH,
MAMONTOV, WEINSTEIN, 2002). O alargamento da base dos picos, que indica maior
polidispersividade (Figura 23-B e C) reflete que a populacdo de moléculas gerada pela reacédo
de derivatizacdo é mais heterogénea, uma vez que 0s grupos sulfatos podem ocupar diferentes
hidroxilas e as vezes, mais de uma hidroxila (VASCONCELOS et al., 2013; GRACHER et al,
2016). E provavel que ainda haja moléculas da glucana que ndo foram sulfatadas, embora trés
ciclos de sulfatacdo tenham sido realizados. A repeticdo desses experimentos nao foi efetuada
porque, como dito anteriormente, as condi¢cOes da reagdo sdo bastante severas ainda que

cuidados sejam tomados.
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Figura 23-Cromatograma por HPSEC/RID da a-(1—3)-D-glucana produzida pelo C.
gloeosporioides antes (A) e depois do segundo (B) e terceiro (C) ciclos de sulfatacdo.
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5.7 Atividade Anticoagulante

A atividade anticoagulante dos polissacarideos sulfatados (naturalmente ou
qguimicamente) é atribuida aos grupamentos sulfatos. As caracteristicas quimicas e fisico-
quimicas dos compostos interrelacionam-se com a atividade bioldgica. A sulfatacdo pode
entdo criar ou melhorar a atividade biolégica no polissacarideo, pelo aumento da ligacédo
eletrostatica como o sitio receptor celular (MENDES et al., 2009).

Apb6s os procedimentos de sulfatagdo, as solugdes de a-(1—3)-D-glucana de C.
gloeosporioides estavam mais sollveis e menos viscosas, por isso foram efetuados os

experimentos de atividade anticoagulante, através de testes classicos de coagulagédo
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sanguinea: APTT (Tromboplastina Parcial Ativada), PT (Tempo de Protrombina) e TT
(Tempo de Trombina).

A coagulacdo sanguinea ocorre através de uma rede de reacdes bioquimicas, finamente
controladas, que conduzem a geracao de trombina (Fator I1a). Em areas lesionadas a trombina
deve ser rapidamente formada a partir de precursores incluindo zimogénios, enzimas,
cofatores e inibidores (RANA; NEEVES, 2016). Trombina é uma enzima efetora chave do
sistema de coagulacdo, que tem muitas funcdes biologicamente importantes, tais como a
ativacdo de plaquetas, a converséo do fibrinogénio a uma rede de fibrina e a amplificagdo do
feedback da coagulagdo (DAHLBACK, 2000).

Com o intuito de controlar e/ou prevenir a coagulacdo intravascular excessiva, que é
capaz de causar doengas como acidentes vasculares encefalicos, ataques cardiacos e embolia
pulmonar, sdo utilizados os farmacos com acdo anticoagulante. O anticoagulante é um
composto quimico ou proteico que controla a coagulacdo do sangue atraves de sua ligacdo aos
fatores de coagulacdo, inibindo as reacGes da cascata da coagulacdo (JIN; GOPINATH,
2016).

Dentre os anticoagulantes utilizados como medicamentos estd a heparina,
polissacarideo que contém grupamentos N- e O-sulfatos, naturalmente substituidos, que se
liga com a antitrombina, inibindo a ativacdo da trombina na cascata da coagulacéo,
aumentando o tempo para a formacdo do coagulo. Na terapéutica, a heparina apresenta
limitacGes de usos por desencadear efeitos colaterais ou efeitos plasmaticos inespecificos. Por
iss0, mesmo sendo até 0 momento o farmaco de escolha, estudos tém sido realizados no
intuito de buscar novas substancias com acdo anticoagulante, especialmente outros
polissacarideos sulfatados que apresentem menores efeitos colaterais (GRACHER et al.,
2010; NOGUEIRA et al., 2017).

Vaérios testes de atividade anticoagulante respondem ao prolongamento do tempo de
coagulacdo sanguinea e é variavel em funcdo da dose necessaria para a eficicia da acédo
(VASCONCELQOS, 2009). Eles podem indicar a interacdo do anticoagulante com o0s
diferentes estagios do processo de coagulacdo, ou dando informacdes basicas sobre a maneira
de acdo desses compostos (BRANDI et al., 2011). Normalmente, estes testes avaliam o
desempenho das vias intrinseca, extrinseca, comum e conversdo do fibrinogénio em fibrina na
cascata da coagulagio (DAHLBACK, 2000).

O APTT £ o ensaio que monitora a via intrinseca da coagulacdo, medindo a fungdo dos
fatores XII, XI, IX e VIII, e também dos fatores da via comum (X, V e Il). PT avalia a via

extrinseca da coagulacdo que é ativada pelo fator tecidual, uma proteina extra vascular. Além
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dos fatores da via comum, o PT avalia a funcdo do fator VII. O TT por sua vez, avalia a
conversdo do fibrinogénio plasmatico em fibrina na presenca de trombina exdgena. O tempo
de coagulacdo na Ultima etapa do sistema de coagulacdo é a conversdo do fibrinogénio em
fibrina, pela trombina (VASCONCELOQOS et al., 2013).

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados de atividade anticoagulante da a-(1—3)-D-
glucana sulfatada (GS) e da a-(1—3)-D-glucana nativa (GN), determinados pelos testes
APTT, TT e PT, utilizando a heparina como anticoagulante padrdo de referéncia. A GN néo
inibiu nenhum dos testes, apontando que a presenca do grupamento sulfato é importante para

essa atividade bioldgica.

Tabela 5- Atividade anticoagulante determinada pelos testes classicos (APTT, TT e PT) da a-
(1—3)-glucana e de a-(1—3)-glucana sulfatada em diferentes concentragdes no plasma
humano comparada com a heparina (padrdo de concentracdao 5000 Ul/mL)

APTT TT PT
Plasma/ anticoagulante
Tempo (s) Tempo (s) Tempo (s)
Plasma com Heparina (ug/mL)

(controle) 0 26,7 £0,4 15,9+0,3 13,1+0,5

1 46,1 +5,9 19,8 +0,3 14,1+0,1

2 65,9+0,5 64,4+19 13,9+0,6

3 118,0+28 1485+92 142+06

Plasma com a-(1—3)-D-glucana (ug/mL)

(controle) 0 26,7 +0,4 15,9+0,3 13,1+0,5

1 29,0+ 34 14,7 +0,6 140+1,8

5 258+0,1 16,7+0,2 12,7+1,0

10 27,5+0,2 16,0+0,0 12,8+0,4

15 26,5+0,7 16,4+0,8 129+1,1

20 27,1+£0,2 159+0,1 124+1,3

Plasma com o-(1—3)-D-glucana sulfatada (ug/mL)

(controle) 0 26,7+0,4 159+0,3 13,1+0,5

1 32,2+0,2 172+1,3 139+0,1

5 43,6 £4,5 23,3+29 12,4+0,1

10 59,4+18 459+13 12,4+0,3

15 81,3+4,7 70,0+2,8 129+0,2

20 1395+2,1 118,0+7,1 12,4+0,2

30 2275+92 1515+92 13,0%0,1

40 4150+71 2890+85 145+0,1

Os dados correspondem a média e desvio padrao.

Para a o-(1—3)-glucana sulfatada (GS), os resultados demonstraram que a

constituicdo do codgulo nos testes APTT e TT foi concentragdo dependente, ou seja, houve
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um prolongamento do tempo de formagdo do coagulo com o aumento da concentracdo do
material sulfatado. No APTT, em 20, 30 e 40 ug/mL da GS, os tempos de coagulacdo foram
respectivamente, seis, 0ito e quinze vezes maiores que o tempo do controle. Para o TT, nas
mesmas concentragdes, os tempos de coagulagdo variaram de sete, dez e dezenove vezes a
mais que o controle. Esses resultados demonstram uma importante atividade anticoagulante
da a-(1—3)-glucana sulfatada, que pode ser atribuido ao grau de sulfatacdo da molécula (DS=
0,75).

A comparagdo dos resultados de APTT e TT da a-(1—3)-glucana sulfatada com o
padrdo heparina mostrou que era necessaria uma concentracdo pelo menos 10 vezes maior da
GS para obter-se 0 mesmo tempo de coagulacdo demonstrado pela heparina. Resultados
semelhantes foram observados para B-glucanas quimicamente sulfatadas do tipo (1—3) (LEE
et al., 2001), (1—3,6) (MENDES et al., 2009; BRANDI et al, 2011) e (1—6)
(VASCONCELDOS et al., 2013). De acordo com Martinichen-Herrero e colaboradores (2005),
polissacarideos sulfatados com atividade anticoagulante menor que a heparina podem exibir
um potente efeito antitrombdtico com menor risco de hemorragia.

Em relacdo ao PT, a a-(1—3)-glucana sulfatada ndo apresentou um efeito significativo
no tempo de formacdo do coagulo, o que € condizente com dados da literatura, que mostram
gue mesmo para a heparina este teste ndo € muito sensivel (WANG et al., 2007; MENDES et
al., 2009; VASCONCELOS et al., 2013). Portanto, esses anticoagulantes ndo atuam sobre a
via extrinseca da coagulacao.

Os resultados positivos da a-(1—3)-glucana sulfatada para os testes do APTT e TT,
dose dependente, sinalizaram um bom potencial anticoagulante do polimero derivatizado que
atua, provavelmente, como um inibidor da via intrinseca de coagulacdo e da conversdo do
fibrinogénio em fibrina, ndo mostrando, entretanto, nenhum efeito sobre a via extrinseca de

coagulacéo.
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6 CONCLUSOES

- Os fungos endofiticos N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides sdo produtores de
exopolissacarideos no meio de cultivo in vitro.

- As concentracdes de inoculo e tempo de cultivo para obtencdo de EPS sem a presenca de
pigmentos pelos fungos, N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides, foram
respectivamente 2,5 mL em 72 horas, 2,0 mL em 96 horas e 1,0 mL em 72 horas para 25 mL
de meio de cultivo.

- As massas liofilizadas dos EPS brutos foram 367 mg para o N. parvum, 300 mg do
Fusarium sp e 421 mg do C. gloeosporioides, com composicdo monossacaridica
principalmente composta por glucose (N. parvum e C. gloeosporioides) e manose (Fusarium
sp).

- C. gloeosporioides apresentou maior quantidade de EPS cujo teor de agucar total estava em
99 %, sendo que 78 % era glucose.

- A purificacdo por centrifugacdo separou os EPS em fragdes insoluvel (precipitado) e soltvel
(sobrenadante). As analises por HPSEC/RID (um pico) e HPAEC/PAD (100% glucose)
indicaram que apenas o precipitado do C. gloeosporioides estava apto a ser caracterizado.

- As analises de metilacdo e espectroscdpicas por FT-IR e RMN bidimensional heteronuclear
(HSQC) mostraram que a glucana em questdo tem as unidades de glucose unidas por ligacéo
do tipo a-(1—3).

- A a-(1—3)-glucana foi derivatizada por sulfatacdo e apresentou um DS de 0,75. A glucana
sulfatada apresentou um aumento no tempo de coagulacdo, concentracdo dependente, nos
testes do APTT e TT, indicando atuar como um inibidor da via intrinseca da coagulacéo e da

conversao do fibrinogénio em fibrina, sinalizando acdo anticoagulante.
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ANEXO 1- Curva de producdo de polissacarideos extracelulares (EPS) de N. parvum,
Fusarium sp e C. gloeosporioides nas concentragdes de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mL de
indculo celular / 25 mL de meio de cultivo.

Concentracdo de indculo EPS (mg/L)
(mL /25 mL de meio de
cultivo) N. parvum Fusarium sp C. gloeosporioides

1,0 142,4 £ 8,0 64,4+1,0 3699+14
1,5 208,8+1,0 76,5+ 6,5 433,4+4.8
2,0 276,6 + 6,0 209,479 450,7+1,0
2,5 366,9 + 4,0 124,0 £10 4705+2,3
3,0 119,7+£1,0 80,0+1,8 508,7 + 7,6
3,5 94,1+£10 62,0+1,8 488,9 + 3,0
4,0 82,7+5,0 350+1,8 462,6 + 3,6

Os valores dos EPS correspondem a média e desvio padrédo das triplicatas dos experimentos com pH inicial do

meio de Vogel: 5,6 por 72 horas de cultivo, 180 rpm, 28 °C.
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ANEXO 2- Concentracdo de EPS (mg/L) produzido pelos fungos N. parvum, Fusarium sp e
C. gloeosporioides durante curva de tempo de cultivo.

Tempo de EPS (mg/L) + DP
cultivo (horas) N. parvum Fusarium sp C. gloeosporioides
24 33,0+ 3,0 126,0 £ 4,2 67917
48 359,8 £11,0 216,5+ 3,5 153,6 + 3,0
72 366,5+ 4,0 2525+ 7,2 421,4+21
96 2905+ 3,1 302,0+ 3,5 581,4+28
120 1175+ 1,0 258,5+ 0,7 856,5+ 0,7
168 126,1+ 1,0 356,4+ 0,5 1.2250+2,8
240 138,0 £ 13,5 517,2+ 13,4 1.338,6 £ 0,7
360 145,0 £ 10,0 867,6 £ 134 1.640,8 £4,0

Os valores EPS correspondem a média e () desvio padrdo das triplicatas dos experimentos. O
pH inicial do meio de Vogel: 5,6 e concentracdo de indculo de 2,5 mL de células a cada 25
mL de meio para o N. parvum, 2,0 mL de células para o Fusarium sp e 3,0 mL de células para

o C. gloeosporioides, incubadas a 28 °C, em agitacao de 180 rpm.
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2) Where appropriate, if the research project that originated the article was performed according to
biosafety and ethics technical standards under approval from an ethics committee involving humans



100

and/or an ethics committee involving animals, the commission name, institution, and process number
should be stated.

MANDATORY REQUIREMENTS FOR ACCEPTANCE:

a) The attached main article file has the names of the authors and their respective affiliations.

b) The complete registration of all authors has been added to the metadata during
submission; Example: Full name; Institution/Affiliation; Country; Summary of Biography/Title/Role.

c) Text explaining the relevance of the work (importance and distinction from previously published
works), with a maximum length of 10 lines, is included in the field COMMENTS TO THE EDITOR.

d) The submission is accompanied by a document proving payment of the submission fee as a
supplementary file in the “Docs.Sup.” section.

e) The main article is accompanied by supplementary files, including graphs, figures, photos, and
other documents, IN THEIR ORIGINAL VERSION (JPEG, TIFF, or EXCEL formats).

f) The following information is included in the original manuscript: title, abstract, keywords in
Portuguese and English, tables, and figures.

RESTRICTIONS BY SUBJECT AREA:

FOR THE AGRONOMY FIELD, MANUSCRIPTS WILL NOT BE ACCEPTED IN CASE OF
THE FOLLOWING:

a) The experiments conducted with an in vitro culture are limited to the improvement of protocols
already standardized or do not provide new information about the subject area;

b) The field experiments do not include data corresponding to at least two years or to diverse locations
within the same year;

c) The experiments refer only to tests about the efficiency of commercial products against biotic and
abiotic agents or physiological stress;

d) The experiments involve only bioassays (screening) on the efficacy of methods for controlling
insects, mites, or diseases in plants, unless they contain an important contribution about the action
mechanisms under the perspective of a frontier of knowledge; or

e) The objective is limited to registering the occurrence of a species of a plague or pathogen or
associations with hosts in new locations within geographical regions where the species is already
known. Documenting already known species or associations will only be considered if they are
described in new ecological areas. The distribution records should be based on ecosystems and not on
political boundaries.

FOR THE VETERINARY FIELD, THE MANUSCRIPTS WILL NOT BE ACCEPTED IN
CASE OF THE FOLLOWING:

a) Publication of case reports is restricted; only articles with great relevance and originality that make
a real contribution to the advance of knowledge in the field will be selected for processing.

Work Categories

a) Scientific articles: maximum of 20 pages, including figures, tables, and bibliographic references
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b) Scientific communications: maximum of 12 pages, with bibliographic references limited to 16
citations and a maximum of two tables, two figures, or a combination of one table and one figure

c) Case reports: maximum of 10 pages, with bibliographic references limited to 12 citations and a
maximum of two tables, two figures, or one table and one figure

d) Review articles: maximum of 25 pages, including figures, tables, and bibliographic references
Presentation of the Work

Complete original articles, communications, case reports, and reviews should be written in Portuguese
or English using Microsoft Word for Windows, on A4-size paper, with lines numbered per page, 1.5
spacing between lines, Times New Roman font, size 11 normal, 2 cm margins on all sides, with pages
numbered on the upper right corner and following the guidelines for the maximum number of pages
according to the category of the work.

Figures (drawings, graphics, and photographs) and tables should be numbered with Arabic numerals,
should be included at the end of the work immediately after the bibliographic references, and should
be cited within the text. In addition, the figures must be of good quality and must be attached in their
original format (JPEG, TIFF, etc.) in Docs Sup on the submission page. Figures and tables will not be
accepted if they do not comply with the following specifications: width of 8 cm or 16 cm with
maximum height of 22 cm. If the figure has greater dimensions, it will be reduced during the editorial
process to the above-mentioned dimensions.

Note: Figures (Ex. Figure 1. Title) and tables (Table 1. Title) should have a width of 8 cm or 16 cm
with maximum height of 22 cm. Those with greater dimensions will be reduced during the editorial
process to the above-mentioned dimensions. For any tables and figures that are not the author’s
original work, a citation to the source consulted is mandatory. Place this citation below the table or
figure and indicate using a smaller font (Times New Roman 10).

Ex: “Fonte”: IBGE (2014), or Source: IBGE (2014).

Manuscript preparation

Scientific article:

Scientific articles should report results of original research on the related areas, with the sections
organized in the following way: Title in English; Title in Portuguese; Abstract in English with
keywords (maximum six words, in alphabetic order); Abstract in Portuguese with keywords
(maximum six words, in alphabetical order); Introduction; Materials and Methods; Results and
Discussion, with Conclusions at the end of the Discussion or Results (Discussion and Conclusions
should be written separately); Acknowledgements; Suppliers, if applicable; and Bibliographic
References. The headings should be in boldface without numbering. If there is a need to include a sub-
heading within a section, it should be placed in italics, and if there are further sub-topics to include
under a sub-heading, these should be numbered with Arabic numerals. (Example: Materials and
Methods, Areas of study, 1. Rural area, 2. Urban area.)

The submitted work cannot have been published elsewhere with the same content, except in the form
of an Abstract in Scientific Events, Introductory Notes, or Reduced Format.

The work should be presented in the following order:

1. Title of the work, accompanied by its translation in Portuguese, if appropriate.
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2. Abstract and Keywords: An informative abstract with a minimum of 200 words and a maximum
of 400 words must be included, in the same language used in the text of the article, accompanied by an
English translation (Abstract and Keywords) if the text has not been written in English.

3. Introduction: The introduction must be concise and contain only the review that is strictly
necessary to introduce the topic and support the methodology and discussion.

4. Materials and Methods: This section may be presented in a continuous, descriptive way or with
sub-headings to allow the reader to understand and be able to repeat the methodology cited with or
without the support of bibliographic citations.

5. Results and Discussion: This section must be presented in a clear way, with the aid of tables,
graphs, and figures, so that it does not raise any questions for the reader with regard to the authenticity
of the results and points of view discussed.

6. Conclusions: These must be clear and presented according to the objectives proposed in the work.

7. Acknowledgements: People, institutions, and companies that contributed to the work should be
mentioned at the end of the text, before the Bibliographic References section.

Note:

Notes: Each note regarding the body of the text must be indicated with a superscripted symbol
immediately after the phrase it concerns and must be included as a footnote at the end of the page.

Figures: The figures that are deemed essential will be accepted and should be cited in the text by their
numeric order, in Arabic numerals. If any submitted illustrations have already been published, the
source and permission for publication should be stated.

Tables: Tables should be accompanied by a header that will allow understanding of the data collected
without the need to use the body of the text for reference.

Quantities, units, and symbols:

a) Manuscripts should be in agreement with the criteria established in the International Codes for each
subject area.

b) Use the International System of Units in all text.

c) Use the negative power format to note and present related units: e.g., kg ha™. Do not use the
forward slash symbol to relate units: e.g., kg/ha.

d) Use a simple space between units: g L™, not g.L™" or gL™.
e) Use 24-hour time representation with four digits for the hours and minutes: 09h00, 18h30.
8. In-text author citations

Citations must be followed by the year of publication, and multiple citations should follow the
alphabetical order system, according to the following examples:

a) The results by Dubey (2001) confirmed that .....
b) According to Santos et al. (1999), the effect of nitrogen .....

c) Beloti et al. (1999b) assessed the microbiological quality .....
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d) [...] and inhibit the test for syncytium formation (BRUCK et al., 1992).
e) [...] compromising the quality of its derivatives (AFONSO; VIANNI, 1995).
Citations with two authors

In citations of sources that have two authors, the authors’ names are separated by a semicolon when
citing them within parentheses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).

Use and when the authors are included in the sentence rather than cited in parentheses.

Ex: Pinheiro and Cavalcanti (2000).

Citing more than two authors

Indicate the first author followed by the expression et al.

Within parentheses, separate references with a semicolon when more than one reference is cited.

Ex: (RUSSO et al., 2000) or Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et al., 2008).

Citing multiple documents by the same author, published in the same year

Add lowercase letters, in alphabetical order, after the date and without a space.

Ex: (SILVA, 1999a, 1999b).

Citing multiple documents by the same author, published in different years

Separate the dates with a comma.

Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).

Citing various documents by various authors, mentioned simultaneously

Place the citations in alphabetical order, separated by a semicolon.

Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).

9. References: The references, according to the standard NBR 6023, Aug. 2000, and reformulation
number 14.724 of the Brazilian Technical Standards Association (ABNT), 2011, must be listed in
alphabetical order at the end of the manuscript. All the authors participating in a referenced study
must be mentioned, regardless of the number of participants. The accuracy and adequacy of
references for works that have been consulted and mentioned in the text of the article, as well as

opinions, concepts, and statements, are entirely the responsibility of the authors.

Note: Consult recently published issues of Semina: Ciéncias Agrarias for more details about how to
format references in the article.

The remaining categories of works (Scientific Communication, Case Report, and Review) must follow
the above-mentioned standards but with the following additional directions for each category:

Scientific communication
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Scientific communications must be presented in a concise manner but with a complete description of
the term research or ongoing research (Introductory note), with complete bibliographic documentation
and methodologies, similar to a regular scientific article. Scientific communications must contain the
following sections: Title (in Portuguese and English); Abstract with Keywords in Portuguese; Abstract
with Keywords in English; and Body of the text. The body of the text should not be divided into
sections but should follow this sequence: introduction, methodology, results and discussion (tables and
figures may be included), conclusion, and bibliographic references.

Case report

A case report should be a brief description of clinical and pathological cases, unprecedented results,
reporting of new species, or studies on the occurrence or incidence of plagues, microorganisms, or
parasites of agronomic, zootechnical, or veterinary interest. The case report must contain the following
sections: Title (Portuguese and English); Abstract with Keywords in Portuguese; Abstract with
Keywords in English; Introduction with a literature review; case report(s), including results,
discussion, and conclusion; and bibliographic references.

Bibliographic review articles

Review articles must involve relevant topics within the scope of the journal. The number of review
articles per issue is limited, and authors can only write review articles of interest to the journal,
following an invitation by the editorial board members of the journal. If a review article is submitted
by an author, the inclusion of relevant results from the author or from the group involved in the study
is required, along with bibliographic references demonstrating experience and knowledge about the
topic.

A review article must contain the following sections: Title (Portuguese and English); Abstract with
Keywords in Portuguese; Abstract with Keywords in English; Development of the proposed topic (the
text may be divided into sections, but this is not required); Conclusions or Final Considerations;
Acknowledgements (if applicable); and Bibliographic References.

Other important information

1. The publication of articles depends on the favorable opinion of ad hoc advisors and the approval of
the Semina: Ciéncias Agrarias UEL Editorial Board.

2. Reprints will not be given to the authors, since the issues will be available online at the journal’s
website (http://www.uel.br/revistas/uel).

3. Copyright transfer: The authors agree with the transfer of publication rights of the manuscript to the
journal. Reproduction of the articles is only allowed when the source is cited. Commercial use of the
information is forbidden.

4. Unforeseen questions about or problems in the present standards will be addressed by the Editorial
Board of the subject area in which the article was submitted for publication.

5. Number of authors: There is no limit to the number of authors, but people included as co-authors
should have effectively participated in the study. People with limited participation in the study or the
article preparation should be cited in the Acknowledgements section, as should institutions that
granted scholarships and other financial resources.

Submission conditions
As part of our submission process, the authors should verify that the submission conforms to all of the

items listed below. Submissions that are not in compliance with the standards will be rejected and the
authors informed about the decision.
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1. The authors should state that the contribution is original and new and
that it is not being assessed for publication elsewhere; any exception(s)
should be justified in the “Comments to the Editor.”

2. The authors should also state that the material is correctly formatted
and that the Supplementary Documents are attached, BEING AWARE
that the incorrect format will result in the SUSPENSION of the
evaluation process WITHOUT EVALUATION OF MERIT.

3. Authoring data for all of the authors should be entered in the
Metadata field during the submission process.
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Analysis of the volume of inoculum influence and cultivation time on the production of
exopolysaccharides by endophytic strains of Neofusicoccum parvum, Fusarium sp and
Colletotrichum gloeosporioide.

Andlise da influéncia do volume de indculo e do tempo de cultivo na producgdo de
exopolissacarideos por cepas endofiticas de Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e

Colletotrichum gloeosporioides

Angélica Augusta Grigoli-Dominato®, Ana Flora Dalberto Vasconcelos?, Jessica Moreli Ferreira?,
Aline, Midori Futami?, André Rodrigues®, Adriana Knob*, Maria de Lourdes Corradi da Silval?

1-Programa de Pés Graduacdo em Microbiologia IBILCE-Unesp Sdo José do Rio Preto -SP 2- Depto de
Quimica e Biquimica- FCT- Unesp Presidente Prudente SP Brasil, 3- Departamento de Bioquimica e
Microbiologia - Instituto de Biociéncias —Unesp Rio Claro — SP; 4. Departamento de Biologia — Unicentro —
Guarapuava, PR, Brasil

Abstract

Endophytic fungi, for requiring adaptation in order to survive in their host, present intense metabolism
producing biomolecules, such as exopolysaccharides (EPS), with viability of applications in several
industrial areas. In vitro, the submerged fungus cultivation allows obtaining of such biopolymers efficiently,
in compact space and with better control of physical (pH, temperature, aeration) and chemical (nutrient)
variables. The aim of this report was to obtain the EPS of the endophytic fungi Neofusicoccum parvum,
Fusarium sp and Colletotrichum gloeosporioides, identifying the condition of culture in relation to volume
of inoculum and incubation time. The EPS production was performed in means of culture containing
medium minimal of Vogel’s salts (MMVS), at 28 © C (£ 2 ° C), at 180 rpm, to perform the volume of
inoculum curves (1.0 to 4 mL, plus 0.5 mL in 0.5 mL per 25 mL of medium) and incubation time (02400 h at
12000 h, 16800 h, 24000 h and 36000 h). The EPS were quantified by the phenol-H,SO4, DNS and Bradford
methods for total sugars, reducers and total proteins, respectively. The determination of the purity and degree
of homogeneity of the molecules was high performance size exclusion chromatography equipped with
refractive differential index (HPSEC / RID) and the monosaccharide composition after total acid hydrolysis
(TFA) which was determined by high performance anion exchange chromatography with pulsed
amperometric detector (HPAEC / PAD). The EPS production for the reported conditions was: 366.5 + 4.0
mg L-1 for N. parvum in 2.5 mL of inoculum and 07200 h of culture, 302.0 £ 3.5 mg L-1 for Fusarium sp in
2.0 mL and 09600 he and 421.4 + 2.1 mg L-1 for C. gloeosporioides in 1.0 mL and 07200 h. The
chromatograms obtained by HPSEC / RID showed a broad base for N. parvum, indicating a high degree of
polydispersity and suggesting the presence of a homogeneous population of molecules and two peaks, with
different retention times for Fusarium sp and C. gloeosporioides, demonstrating the need for purification of
the EPS solutions. The monosaccharides found in the highest proportion were: glucose (N. parvum and C.
gloeosporioides) and mannose (Fusarium sp). The purification by centrifugation allowed obtaining a
precipitate with the characteristics of a pure compound, formed exclusively by glucose (C. gloeosporioides),
that will later have the determined chemical structure and the tested biological activity.

Keywords: Endophytes, cultivation time, inoculum volume, Colletotrichum gloeosporioides, glucan.
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Resumo

Os fungos endofiticos, por necessitarem de adaptagdes para sua sobrevivéncia no hospedeiro, apresentam
intenso metabolismo produzindo biomoléculas, como os exopolissacarideos (EPS), com viabilidade de
aplicacBes em diversas areas industriais. In vitro, o cultivo submerso dos fungos, permite a obtencdo destes
biopolimeros com eficiéncia, em espaco compacto e com melhor controle das variaveis fisicas (pH,
temperatura, aeracdo) e quimicas (nutrientes). O objetivo deste estudo foi obter EPS dos fungos endofiticos
Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e Colletotrichum gloeosporioides identificando a condigdo do cultivo
em relagdo ao volume de indculo e tempo de incubagdo. A producdo de EPS foi realizada em meio de cultura
contendo meio minimo de sais de Vogel (MMSV), a 28 °C (+ 2 °C), a 180 rpm, para a realizacdo das curvas
de volume de in6culo (1,0 a 4 mL, acrescidos de 0,5 mL em 0,5 mL por 25 mL de meio) e tempo de
incubacdo (02400 h a 12000 h, 16800 h, 24000 h e 36000 h). Os EPS foram quantificados pelos métodos
fenol-H,SO., DNS e Bradford para acucares totais, redutores e proteinas totais, respectivamente. A
determinacdo da pureza e grau de homogeneidade das moléculas foi realizada por cromatografia de exclusdo
estérica a alta pressdo, equipado com indice de refracdo diferencial (HPSEC/RID) e a composicdo
monossacaridica, apds hidrolise acida total (TFA), foi determinada por cromatografia liquida de troca
anidnica com detector de amperometria pulsada (HPAEC/PAD). A producdo de EPS para as condigdes
estudadas foram: 366,5 + 4,0 mg L™ para N. parvum em 2,5 mL de indculo e 07200 h de cultivo, 302,0 + 3,5
mg L™ para Fusarium sp em 2,0 mL e 09600 h e 421,4 + 2,1 mg L para C. gloeosporioides em 1,0 mL e
07200 h. Os cromatogramas obtidos pelo HPSEC/RID apresentaram base alargada para N. parvum,
sinalizando elevado grau de polidispersividade e sugerindo a presenca de uma populacdo de moléculas pouco
homogénea e dois picos, com tempos de retencdo diferentes para Fusarium sp e C. gloeosporioides,
demonstrando a necessidade de purificacdo das solu¢des de EPS. Os monossacarideos encontrados em maior
proporcdo foram: glucose (N. parvum e C. gloeosporioides) e manose (Fusarium sp). A purificacdo por
centrifugacdo permitiu a obtencdo de um precipitado com caracteristicas de um composto puro, formado
exclusivamente por glucose (C. gloeosporioides), que posteriormente tera a estrutura quimica determinada e
a atividade bioldgica ensaiada.

Palavras chaves: Endofiticos, tempo de cultivo, volume de indculo, Colletotrichum gloeosporioides, glucana.

Introducéo

Na natureza, os fungos endofiticos, a maioria pertencente ao filo Ascomycota, vivem nos tecidos das
plantas sem aparentemente causar nenhum dano ao hospedeiro e sdo considerados como uma fonte
importante de diferentes moléculas, pois tem capacidade de sintetizar e secretar metabolitos como enzimas,
antibidticos, pigmentos e polissacarideos, entre outros (CHAPLA et al., 2013; SELIM et al., 2012). A sintese
e a secrecdo desses metabolitos podem ser entendidas como uma resposta fisioldgica de adaptagdo do fungo
ao hospedeiro, especialmente devido aos mecanismos de defesa que estes Ultimos apresentam
(SURYANARAYANAN et al., 2009). Para 0 hospedeiro, a presenca desses compostos € vantajosa, pois
aumenta sua resisténcia ao estresse e ao atague de parasitas, insetos e outros micro-organismos. Os
endofiticos permanecem latentes por longos periodos em condi¢des favoraveis de nutrientes, temperatura e
agua, porém, podem tornar-se patogénicos, quando um ou mais desses fatores estdo indisponiveis (YAN et
al., 2015).

Considerando que exopolissacarideos, um dos metabdlitos secretados pelos endofiticos, pode
apresentar atividade biol6gica interessante para a saude humana e animal, despertando o interesse das
inddstrias de alimento, cosmética e de medicamento, a producdo dessas substancias por cultivos in vitro tem

sido avaliada.
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A producdo em meio de cultivo in vitro de exopolissacarideos fungicos dependem de condigdes
como o tipo de cepa (micro-organismo), composi¢do do meio e manutencdo das condi¢des fisicas durante o
processo fermentativo. Fatores como fontes de carbono e nitrogénio (organico e inorganico), sais minerais,
vitaminas, em conjunto com as condicdes fisico-quimicas de cultivo (pH, temperatura, aeracdo, velocidade
de agitacdo, tempo de incubacdo) e a quantidade de indculo empregada, sdo estratégias Uteis que interferem
diretamente no aumento da densidade celular e consequente sintese dos polissacarideos secretados. Por isso,
aperfeicoar o processo de obtencdo de qualquer metabdlito microbiano é essencial para que o rendimento do
mesmo seja favoravel a sua aplicacdo (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

O cultivo em meio submerso ¢ um dos procedimentos mais utilizados por oferecer rapidez na
obtencdo dos metabdlitos, em especial os exopolissacarideos, devido ao maior desenvolvimento micelial, em
espaco pegueno e com menor risco de contaminagdo microbiana (LEE et al., 2004). A obtengdo de
polissacarideos por meios biotecnoldgicos é vantajosa em comparagao aos procedimentos quimicos, que sao
complexos e dispendiosos, por necessitarem de precursores e catalisadores como as enzimas, além da
limitacdo em relagdo ao tamanho dos polimeros obtidos (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

Os EPS sdo macromoléculas formadas por monossacarideos iguais (homopolimeros) ou diferentes
(heteropolimeros), unidos por ligacbes glicosidicas, gerando moléculas lineares ou ramificadas. D-
glucopiranose é o monémero mais abundante fazendo parte tanto dos polissacarideos de reserva energética
(glicogénio), quanto aqueles da parede celular (B- ¢ a- glucanas), muitas vezes presentes no material
secretado pelo fungo (SYNYTSYA; NOVAK, 2013). Como podem apresentar grande variabilidade com
relacdo a configuracdo, posicdo e sequéncia das ligacdes glicosidicas, grau de ramificacdo, conformacéo e
composicdo monossacaridica, formam moléculas com caracteristicas quimicas e fisicas distintas que, em
conjunto, sdo as responsaveis pelas varias aplicacdes dos EPS, como emulsificante, espessante e geleificante,
na indistria alimenticia; antidiabético, anti-inflamatorio, antioxidante, antitumoral, antiviral e
imunomodulatorio, na industria de medicamentos ou cosméticos (produtos de cuidados com a pele, cremes e
locBes protetivas) (CORRADI DA SILVA et al., 2006)

No presente estudo, cepas endofiticas de Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e Colletotrichum
gloeosporioides foram investigadas, pela primeira vez, como produtores de exopolissacarideos, analisando-
se a influéncia de dois pardmetros de cultivo: volume de indculo e tempo de incubacdo. Os EPS produzidos
por esses micro-organismos foram estudados quanto & composi¢do quimica e homogeneidade, que sdo
parametros preliminares importantes para a caracterizacdo quimica da molécula bem como para a sua

aplicacao.

Material e Métodos

Reagentes e meio de cultura
Agar batata dextrose (BDA) foi adquirido da HiMedia Laboratories (Mumbai, MH, india). Padrdes
analiticos e reagentes utilizados sdo de grau analitico da Sigma-Aldrich Company (St. Louis, MO, USA). O

meio minimo de sais de Vogel (MMSV) foi preparado de acordo com Vogel (1956).
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Métodos
Micro-organismos

Os fungos endofiticos Neofusicoccum parvum, Fusarium sp, isolados de folhas de espinheira santa
(Maytenus aquifolia), e Colletotrichum gloeosporioides, isolado de dormideira (Mimosa pudica), foram
identificados morfologicamente e mantidos em tubos, contendo BDA, inclinados e refrigerados a 4°C (+
2°C), com repiques bimensais.

Reativacao dos fungos
Os fungos foram transferidos assepticamente do meio de manutencdo (BDA) para as placas de Petri
contendo MMSV (VOGEL, 1956) acrescido de glucose (10 g L™) e gar (20 g L™Y).

Cultivos submersos

As condicBes dos cultivos submersos para a producdo de EPS foram previamente descritas por
Steluti et al. (2004) e Vasconcelos et al. (2008). Os pré-indculos foram preparados em frascos de Erlenmeyer
(125 mL) contendo 25 mL MMSV e glucose (10 g L™), para onde foram transferidas, da superficie das
placas, pequenas porcdes de hifas retiradas de forma aleatoria. Os cultivos foram incubados a 28 °C (+ 2 °C)
a 180 rpm durante 04800 h. A seguir, os micélios fungicos foram transferidos assepticamente para um
homogeneizador estéril (Blender) e triturados por 0,5 min em velocidade maxima. Apés, o material foi
centrifugado a 4800 x g durante 30 min com descarte do sobrenadante. A biomassa foi ressuspensa (10 mL)
e diluida com salina fisiologica estéril até a obtengdo de valor de absorbancia entre 0,2 a 0,4 em 400 nm, de
acordo com curva turbidimétrica previamente estabelecida para calcular a concentracdo de células necessaria
para a producdo de exopolissacarideos. Os indculos foram preparados, segundo Steluti et al., (2004) em
frascos Erlenmeyer de 500 mL, em triplicata, contendo 100 mL de MMSV, acrescido de glucose (50 g L™?) e
extrato de levedura (2 g L™). Cada frasco foi inoculado com 1 mL da suspenséo de células e incubados a 28
°C (£ 2 °C) a 180 rpm durante 07200 h. Os cultivos foram testados separadamente para cada micro-

organismo.

Influéncia do volume de indculo na producéo do EPS

Foram ensaiados separadamente e para cada micro-organismo os volumes de indculo de 1,0 a 4,0
mL, aumentando de 0,5 em 0,5 mL, da suspensdo de células para cada 25 mL de meio de cultivo. Os frascos
(em triplicata) foram inoculados com os diferentes volumes de células, incubados por 07200 h,a28 £2°C e

em agitacdo constante de 180 rpm.

Influéncia do tempo de incubac&o do indculo na producéo do EPS

Foram testados separadamente, para cada micro-organismo, os tempos de cultivo de 02400 h em
02400 h até 12000 h e os tempos de 16800 h, 24000 h e 36000 h. Os frascos (em triplicata) foram inoculados
com volumes de células determinados para cada fungo, incubados nos diferentes tempos, a 28 °C +2 °C e

em agitacdo constante de 180 rpm.
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Interrupgéo dos cultivos e recuperacéo dos EPS

Os cultivos foram interrompidos por centrifugacéo (4800 x g durante 30 min) a 4 °C, separando-se a
biomassa do sobrenadante, que foi posteriormente filtrado a vacuo (membrana filtrante de 0,45 pm). O
sobrenadante foi dialisado contra a agua destilada, em sistema fechado, durante 02400 h a 4 °C. A fragdo ndo
dialisavel foi tratada com 3 volumes de etanol absoluto gelado, para a precipitacdo dos EPS e mantida
overnight a 4 °C. Os precipitados foram centrifugados (4800 x g durante 20 min) a 4 °C e ressuspensos em
agua destilada, com agitacdo constante, até solubilizacdo. Aliquotas de cada material foram separadas para as
quantificaces de agucares total, redutor e proteina e o restante foi congelado, liofilizado e armazenado.

Quantificacdo dos EPS

As quantificacGes foram realizadas em triplicata para o calculo da média e desvio padrdo de cada
determinacdo analitica. A concentracdo de acucares totais foi determinada pelo método do fenol-acido
sulfdrico (DUBOIS et al., 1956) e os acucares redutores pelo método do DNS (MILLER, 1959), utilizando a
D-glucose como padréo, para a constru¢do das curvas de calibracdo. As proteinas totais foram quantificadas

pelo método de Bradford (1976), utilizando a soro albumina bovina (BSA) como padrao.

Determinacao da homogeneidade por cromatografia de exclusdo estérica a alta pressédo (HPSEC) acoplada
a detector de indice de refracéo (RID)

Para determinacdo da homogeneidade as amostras foram solubilizadas em &gua destilada (Img/mL)
e filtradas em membranas Millipore® (acetato de celulose) com 0,22 um de porosidade. Aliquotas de 200 uL
foram injetadas no HPSEC acoplada ao detector de indice de refracdo (RID), modelo 10 A e detector de UV-
Vis (Shimadzu Company, Kyoto, KYT, Japan). O sistema de cromatografia liquida consiste de uma bomba
de HPLC, modelo 10AD, com valvula de injecdo manual (Shimadzu) equipado com um loop 200 uL e 4
colunas de gel permeacdo, Ultrahydrogel (7,8 X 300 mm) (WATERS), com limites de exclusio de 1x10°,
4x10°, 8x10* e 5x10° Da, dispostas em série. Uma soluc&o de nitrato de sédio (0,1 M) contendo azida sddica
(0,03 %) foi utilizada como fase mdvel, com fluxo de 0,6 mL min™ e temperatura de 37 °C. A aquisicdo de
dados foi realizada utilizando o programa LC Solution (Shimadzu Corporation) (CORRADI DA SILVA et
al., 2013).

Hidrdlise 4cida total e determinacéo da composi¢do monossacaridica dos EPS

A hidrolise de cada amostra liofilizada (0,05 mg de EPS) foi realizada com a adi¢do de 300 pL de
solucdo de acido trifluoroacético (TFA) 2 mol L™, em tubos prdprios para hidrélise, que posteriormente
foram selados e aquecidos a 100 °C, por 00300 h. Apds este periodo o TFA foi removido por evaporagao.

A andlise da composicdo monossacaridica foi realizada por cromatografia de troca anibnica
(HPAEC) equipada com detector de amperometria pulsada (PAD), Dionex DX 500 (Dionex Company,
Sunnyvale, CA, USA) com os cromatogramas registrados em integrador modelo 4600. Os agUcares neutros

foram separados isocraticamente, utilizando uma coluna analitica CarboPac PAL (4 x 250 mm) equipado
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6

com guarda coluna PA1, ao fluxo de 1 mL min™. As condigdes de eluicdo foram produzidas utilizando agua
deionizada (eluente 1) e 8 % de NaOH 200 mmol L™* (eluente 2). Apds o término da corrida a coluna foi
regenerada com 100 % do eluente 2 por 10 min e, antes da inje¢do de nova amostra, a coluna foi submetida,
durante 15 min, as condigdes inicias de analise (8% do NaOH 200 mmol L™). Para deteccdo e quantificacdo
dos monossacarideos, aliquotas de 25 puL de uma mistura contendo aproximadamente 200 ng de cada agUcar
padrdo (fucose, arabinose, ramnose, galactose, glucose e manose) foram injetadas no HPAEC/PAD. A
quantificacdo monossacaridica foi realizada comparando as medidas das areas dos picos dos padrbes de
monossacarideos neutros com aqueles obtidos das amostras (VASCONCELOS et al., 2008).

Método fisico de separacdo dos componentes presentes no EPS

Os exopolissacarideos liofilizados, obtidos dos trés fungos estudados, foram solubilizados em agua
deionizada com agitacdo continua (agitador magnético), sem aquecimento. Os EPS quando solubilizados em
agua, formavam uma solugdo viscosa e turva que, ap6s centrifugacdo (3000 x g durante 10 minutos), gerava

uma fracdo limpida, denominada sobrenadante, e um material sedimentado denominado precipitado.

Analise estatistica
A producdo de EPS pelos fungos estudados ndo apresentaram diferencas significativas para os dois
parametros (volume de in6culo e tempo de incubacgdo), através do Teste de Tukey- ANOVA, ao nivel de 5%

(p<0,05) usando o programa estatistico SISVAR.

Resultados e Discusséao
A Figura 1 esquematiza a sequéncia dos experimentos efetuados para a obtencdo dos EPS dos trés

fungos estudados.

Cultivos em meio sélido e liquido para obtencéo de exopolissacarideos

Nos cultivos em meio so6lido, as coldnias fangicas apresentaram aspectos diferentes devido as
caracteristicas morfologicas e fisiologicas individuais (Figura 2 -A-1; B-1; C-1). Apds observagdes visuais
das culturas (hifas jovens), os periodos de incubacéo estabelecidos foram de 4 dias para o N. parvum e 5 dias
para o Fusarium sp e o C. gloeosporioides.

Os cultivos de pré-indculos apresentaram hifas de tom amarelo claro e com os aspectos filamentoso
para o N. parvum e de pellets para Fusarium sp e C. gloeosporioides (Figura 2- A-2; B-2; C-2). Os cultivos
submersos dos inoculos, ap6s os periodos de incubagdo para as curvas estudadas, apresentaram-se
pigmentados conforme aumentava o volume de in6culo e o tempo de cultivo. A Figura 2 (A-3; B-3; C-3)
mostra aspecto dos indculos sem a presenca de pigmentos, sendo entdo identificadas como as condi¢Oes para

0s cultivos.
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Determinacao da influéncia do volume de in6culo na producéao de exopolissacarideos

Nos cultivos submersos, para qualquer volume de inéculo estudado (Figura 3: A-1, B-1 e C-1) bem
como para os diferentes tempos de cultivo (Figura 3: A-2, B-2 e C-2), os trés fungos foram produtores de
EPS. A confirmacédo da producédo de EPS se fez pela diferenga entre acucares totais e redutores, sendo este
altimo encontrado sempre em valores pequenos, principalmente porque procedimentos de dialise eram
efetuados antes das quantificacGes. A formacdo de precipitado quando o caldo de fermentagdo era tratado
com etanol absoluto gelado (Figura 2: A-4, B-4, C-4) indicava também a presenca de polimeros que, uma
vez excluida a contaminacdo por proteinas, quantificadas pelo método de Bradford, pode-se afirmar que a
maior parte do material secretado pelos micro-organismos, nas condi¢cdes estudadas neste trabalho, era
polissacarideo (Figura 2: A-5, B-5, C-5).

De acordo com Barbosa et al. (2004) a producdo de EPS, durante a fermentacdo submersa, se deve a
um conjunto de fatores quimicos e fisicos que favorece o crescimento do micro-organismo bem como a
sintese, rendimento e composicdo da macromolécula. O crescimento de cada micro-organismo apresenta-se
de maneira distinta, em resposta ao efeito das mudangas ambientais e a fonte de carbono utilizada, que pode
ter parte convertida, pela célula microbiana, em polissacarideos. Razack et al. (2013) pontuam que apesar da
analise individual de fatores fermentativos ser considerada dificil e trabalhosa, ela auxilia na selecdo de
parametros mais significativos para producao de biopolimeros. Um desses parametros é o volume de inéculo,
determinante para a producdo de polissacarideos microbianos. Esses metabdlitos sdo produzidos na fase
estacionaria e com excesso da fonte de carbono, no meio de cultivo. Quando o volume de indculo é muito
pequeno, pode comprometer o rendimento do processo fermentativo, pois as células microbianas requerem
maior tempo para atingirem sua biomassa maxima e, consequentemente, a fase estacionaria que € a
responsavel pela producdo do EPS. Um volume muito grande de indculo (maior concentracdo de células)
poderia comprometer a sintese da molécula de interesse, pois o substrato seria utilizado, principalmente, para
suprir as necessidades do crescimento celular (formacdo das estruturas celulares, producdo de enzimas
biossintéticas, entre outras) desfavorecendo a producéo de EPS (PAPAGIANINI, 2004).

Portanto, considerando essa necessidade, foi estudado qual volume de indculo para 25 mL de meio
de cultivo seria ideal para maior producéo de EPS, para cada micro-organismo. A produgdo maxima de EPS
(375 mg L™) pelo N. parvum foi com o volume de indculo de 2,5 mL (Figuras 3-A-1 e 5-A) e para 0
Fusarium sp (209,4 mg L™) com 2,0 mL de indculo (Figuras 3-B-1 e 5-A). A partir destes volumes de
inéculo a producédo de EPS, pelos dois micro-organismos, diminui sensivelmente, sugerindo que uma maior
quantidade de células, presentes nos volumes maiores de indculo, aumenta a competicdo pelos nutrientes do
meio, restando pouco da fonte de carbono para a sintese e secrecdo dos polissacarideos. Tais resultados
demonstraram que determinar o volume de inéculo ideal foi importante para acompanhar a produgdo de EPS
pelos fungos N. parvum e Fusarium sp.

O fungo C. gloeosporioides comportou-se como o0 melhor produtor de EPS (512,8 mg L) com 3,0
mL de células (Figuras 3 C-1 e 5-A). Entretanto, a producdo de pigmentos, a partir de 1,5 mL de indculo
(Figura 4), impediu que a quantidade ideal de células para maior produgdo de EPS pudesse ser adotada.

Tentativas de utilizacdo de membranas filtrantes e de procedimentos de didlise ndo foram capazes de
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remover os pigmentos. A Figura 3 C-1 mostra que a sintese do EPS pelo C. gloeosporioides ndo sofreu
variacOes significativas nos diferentes volumes de inoculo e o fungo foi considerado o melhor produtor de
EPS. Lee et al. (2004) descreveram que, em fermentacdo submersa, o indculo é fator limitante para a
producdo e secrecdo de polissacarideo por fungos filamentosos e no estudo com Grifola frondosa
determinaram que a concentracgao de indculo de 3% foi considerada ideal para a maior producédo de EPS, na
faixa de 2% a 6% estudada.

Phillips et al. (2013) descreveram que pigmentos escuros, de marrom ao preto, presentes nas colénias
de N. parvum podem surgir nos conidios, desde o periodo germinativo, e representam uma forma de
diferenciacdo deste fungo. Dados na literatura (MEDENTSEV et al., 2005; WIEMANN et al., 2009),
relacionados aos estudos da producdo de pigmentos em cultivos submerso de fungos, mostram que a
biossintese desses metabdlitos secundarios comeca a ocorrer no final da fase de crescimento e inicio da
idiofase (fase estacionaria), como um mecanismo de defesa do micro-organismo contra limitacdo das fontes
de carbono e nitrogénio e nas mudancas de pH, que podem acontecer nessa etapa do desenvolvimento
celular. A Figura 4 mostra os aspectos das biomassas dos cultivos submersos dos fungos estudados neste

trabalho, com a producéo de pigmentos.

Determinacao da influéncia do tempo de cultivo na producédo de exopolissacarideos

A producido maxima de EPS (366,5 + 4,0 mg L™ pelo N. parvum ocorreu em 07200 h (Figuras 3-A-
2 e 5-B), a partir do qual houve um decréscimo progressivo até 12000 h, se estabilizando até 36000 h. A
partir do cultivo de 09600 h ocorreu a formacdo de um pigmento escuro e a diminuicdo da secre¢do do EPS,
que poderia sinalizar um desvio da via metabdlica de sintese do EPS para a biossintese do pigmento.

Osinska-Jaroszuk et al. (2015), relataram que fungos ascomicetos e basidiomicetos requerem um
tempo relativamente longo e variavel de incubacdo para a sintese e secrecdo de polissacarideos. Segundo 0s
mesmos autores o tempo pode variar de 3 até 40 dias de cultivo, como observaram para a producdo de EPS
pelo Auricularia auricula (7.5 g L™, 4 dias) e Fusarium oxysporum (0,6 g L™ em 40 dias).

Neste trabalho, dois dos trés micro-organismos apresentaram um comportamento semelhante ao
relatado por Osinska-Jaroszuk et al. (2015). O fungo Fusarium sp (Figura 3 B-2), apesar da produgdo
crescente de EPS até 36000 h, proporcional ao aumento do tempo de cultivo, também apresentou um
pigmento de coloracdo avermelhada a partir de 12000 h, que se acentuava com o aumento do tempo. A
separagdo por centrifugacdo do caldo de fermentacdo e da biomassa mostrou que ambos 0s componentes
estavam pigmentados. A dialise exaustiva do caldo fermentado, seguida da precipitacdo dos polissacarideos
em etanol, ndo foi eficiente para a obtencdo de um material despigmentado. Desta forma, o tempo de 09600
h foi adotado como melhor para obtengdo de um caldo de fermentag&o limpido e produzindo 302 + 3,5 mg L~
! de EPS (Figura 5-B).

O fungo C. gloeosporioides, com produgdo crescente de EPS até o maior tempo de cultivo, foi, nas
condigdes estudadas, o melhor produtor de EPS a partir de 07200 h, alcangando um méaximo de 1.640,8 mg
L no tempo de 36000 h (Figuras 3 C-2 e 5-B). Entretanto, a partir de 09600 h, tanto o caldo de fermentacgio

quanto a biomassa tomaram uma coloracdo acinzentada que se intensificavam com o tempo, até se tornarem
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pretas. Centrifugacdo, filtracdo e dialise ndo foram eficientes para remogéo do pigmento. O tempo de 07200
h, anterior ao aparecimento do pigmento, foi considerado ideal para a producio do EPS (421,4 +2,1 mg L)
pelo C. gloeosporioides.

Xiao et al. (2004) sugerem que quanto maior for o tempo de cultivo, mais polissacarideo seréd
secretado, durante o processo fermentativo e Wu et al. (2012) afirmam que o tempo de cultivo é um dos
fatores que possibilita maior producdo de EPS pelos micro-organismos.

De acordo com a literatura os tempos ideais de cultivo para a producdo de EPS sdo geralmente
superiores a 4 dias. Lima et al. (2008) relataram que o maior rendimento de EPS secretado por Agaricus
brasiliensis foi com adig&o de proteina hidrolisada de soja e 9 dias de incubacéo (1.430,7 mg L™) e 6 dias,
sem adicdo da proteina (993,5 mg L™Y). Lin e Sung (2006) descreveram que foram necessarios 14 dias de
cultivo para a maior producao de EPS pelo Antrodia cinnamomea.

O pH inicial do meio de cultivo foi de 5,6 e sofreu alteracGes durante a realizacdo da curva de tempo.
A afericdo do pH final, no caldo fermentado, mostrou que a melhor producdo de EPS para o N. parvum
ocorreu em pH 6,0 e para o Fusarium sp e C. gloeosporioides em pH 5,0. A partir de pH 7,0, para qualquer
um dos trés fungos estudados, a secre¢do de pigmentos se intensificava na cor, com o aumento do tempo de
cultivo, embora em alguns casos o pH se manteve 7,0. De acordo com Kim et al. (2006), o pH é um
parametro que influencia o crescimento micelial, a producdo de metabdlitos, a morfologia celular e a
reologia do caldo fermentativo. Em geral o crescimento celular é favorecido em menores valores de pH, no
entanto, em estudo realizado com ascomicetos e basidiomicetos, para a producdo de EPS, os pH dos meios
de cultivo oscilaram entre 4 a 7 (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015). Em experimentos realizados com G.
lucidium, os pesquisadores observaram que na faixa de pH inicial entre 3 a 7, a maior producdo de EPS
ocorreu em pH 5 (KIM et al., 2006).

Composicao monossacaridica e analise da homogeneidade dos exopolissacarideos

Essas andlises foram efetuadas com os EPS obtidos a partir da melhor concentracdo de indculo e do
tempo de cultivo considerado ideal, sem a presenca de pigmento. Os resultados da hidrélise acida e
subsequente identificagdo e quantificagdo por HPAEC/PAD mostraram que a glucose era 0 componente
majoritario no N. parvum (78%) e no C. gloeosporioides (81%); o EPS produzido pelo Fusarium sp era
constituido principalmente de manose (68%), um agUcar bastante comum em carboidratos complexos, como
glicoproteinas, presentes na parede celular de fungos e, as vezes, no material secretado. Apesar de cada um
dos fungos apresentar um componente monossacaridico majoritario no EPS, os aglcares galactose, glucose e
manose estavam presentes em todos. Essa composi¢do heterogénea de mondmeros sinaliza que o material
secretado e identificado como sendo somente polissacarideo, pode ser constituido por mais de um polimero
sugerindo a necessidade de averiguacdo. Os EPS flngicos podem ter composicdo diversificada incluindo
monossacarideos combinados com compostos de diferentes naturezas ou estruturas quimicas como proteinas,
fosfatos, sulfatos ou aminas. Os monossacarideos mais encontrados em polissacarideos secretados séo
glucose, manose, galactose, xilose, fucose e ramnose. A glucose é o principal mondémero dos EPS

produzidos pelos fungos Acremonium diospyri Crandall; Aspergillus niger; Botryosphaeria rhodina



353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390

10

RCYU30101; Cyttaria harioti; Drechsleras picifera; Elsino eleucospila; Epicoccumnigrum Ehrenb. ex
Schlecht; Lachnum sp. YM261; Nigrospora oryzae var. glucanicum; Pestaloti asp. 815; Phanerochaete
chrysosporium (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

A pureza e homogeneidade dos polissacarideos sdo, geralmente, verificadas pelas analises da
cromatografia de excluséo estérica a alta presséo, acoplada ao detector de indice de refracdo (HPSEC/RID).
O numero de picos e o grau de polidispersividade (Mw/Mn) informam a pureza e homogeneidade do
material. Para os 3 fungos estudados, os resultados dessa analise mostram que a base alargada no
cromatograma do EPS produzido pelo N. parvum (Figura 6-A), sinaliza elevado grau de polidispersividade
(Mw/Mn ~ 2,0), sugerindo heterogeneidade e/ou a presenca de mais de um componente. O perfil dos
cromatogramas dos EPS produzidos pelos Fusarium sp (Figura 6-B) e C. gloeosporioides (Figura 6-C)
mostra dois picos, com Ry diferentes, sugerindo moléculas distintas, pelo menos com relacdo a massa

molecular e apontando para a necessidade de procedimentos de purificacéo

Purificagdo dos exopolissacarideos

Os EPS produzidos pelo N. parvum (150 mg), Fusarium sp (140 mg) e C. gloeosporioides (300 mg)
quando solubilizados em &agua, formavam uma solugdo viscosa e turva que, centrifugada, produzia uma
fracdo sollvel, sobrenadante, e um material sedimentado, denominado precipitado. Os precipitados
liofilizados pesaram 11,0 mg, 20,8 mg e 114,5 mg para N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides,
respectivamente. Aliquotas dessas fracGes, solubilizadas em agua, com aquecimento controlado (45 °C)
foram utilizadas para a determinacdo do contelido de proteinas totais, cujos resultados indicaram os
percentuais de 56%, 88% e 1% para N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides, respectivamente. So6 foi
possivel efetuar a hidrélise acida no sedimento proveniente do C. gloeosporioides, cujo resultado foi 100%
glucose (Tabela 1).

Os sobrenadantes do N parvum e do C. gloeosporioides, sdo constituidos principalmente de glucose,
e 0 sobrenadante do Fusarium sp de 95% de manose, provavelmente formando uma manana, constituinte da
parede celular de fungos, geralmente “entrelagados” com proteinas (Tabela 1). E sabido que os
polissacarideos secretados podem ser gquimicamente semelhantes aqueles da parede celular, 0s gquais, neste
caso, estdo geralmente ligados a proteinas e lipideos e cuja composigao e estrutura quimica variam entre as
diferentes espécies de fungos (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). Um exopolissacarideo produzido pelo
Fusarium solani SD5, composto por galactose e ramnose na proporcédo de 2:1, foi purificado por filtracdo em
gel e apresentou massa molecular de 1,87 x 10° Da (MAHAPATRA; BANERJEE, 2012). O Fusarium sp
estudado nesse trabalho tem a manose como principal constituinte da fragdo sollvel e apresentou massa
molecular aparente de aproximadamente 43 kDa (dados ndo mostrados). As quatro fragbes polissacaridicas
separadas por centrifugacdo foram denominadas C. gloeosporiodeSprec, C. gloeosporiodeSsor, FUsarium spsobr
e N. parvumsopr.

Entre as quatro fraces analisadas apenas o sobrenadante do C. gloeosporioides mostrou 2 picos
(Figura 7-B), indicando a necessidade de novos procedimentos de purificacdo. As demais fragdes

apresentaram um Unico pico com base alargada que pode estar relacionada com a polidispersividade dos
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polissacarideos. Essa hipdtese foi confirmada pelos valores do Mw/Mn (grau de polidispersividade), que
foram préximos de 1,5.

Das quatro fracGes apresentadas na Tabela 1 é possivel concluir que apenas os polissacarideos
presentes nos sobrenadante do Fusarium sp e no precipitado do C. gloeosporioides reinem condigdes para
serem quimicamente analisados, uma vez que pelo HPSEC/RID comportam-se como um material puro, mas
ainda com carater de polidispersividade, e apds hidrélise apresentam composicdo monossacaridica quase
homogénea.

E importante observar que dados da literatura descrevem EPS, de uma maneira geral, como sendo
uma fracdo pura secretada pelo micro-organismo. Entretanto, de nossa experiéncia, EPS é uma fragdo
composta por diferentes polissacarideos, que devem ser purificados, antes de qualquer analise adicional, seja

ela quimica ou bioldgica.

Conclusdes

Os trés fungos endofiticos estudados (N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides) produziram
exopolissacarideos em meio de cultivo in vitro, nas condi¢des estudadas. As concentracdes de indculo e
tempo de cultivo ideais para obtencdo de EPS, em 25 mL de meio foram, 2,5 mL em 72 horas, 2,0 mL em 96
horas e 1,0 mL em 72 horas, respectivamente para N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides. O C.
gloeosporioides foi o fungo que produziu maior quantidade de EPS cujo teor de agucar total foi de 99 %. A
glucose foi 0 monossacarideo mais abundante para os EPS de N. parvum e C. gloeosporioides e a manose
para o Fusarium sp. Procedimentos de purificacdo, como centrifugacdo, foram necessarios para confirmar
que os EPS secretados pelos micro-organismos sdo uma mistura de polissacarideos, que necessitam ter a

homogeneidade estabelecida antes da caracterizacdo quimica e aplicagdo bioldgica.
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Figura 1. Fluxograma dos experimentos efetuados para a obtengéo dos EPS relacionando volume de inéculo e tempo
de cultivo para os fungos N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides.
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Figura 2. Aspectos dos cultivos em meios sélido e submerso e exopolissacarideos dos fungo N parvum (A), Fusarium
sp (B) e C. gloeosporioides (C).

N. parvum Fusarium sp C. gloeosporioides
T B %

Meio sélido
(MMSV + glucose 10gL" +
4gar20gL')em28°C+2°C

Pré-inéculo
(MMSV + glucose 10 g L")
em28°C+2°C, 180 rpm /48 h

Centrifugagao/
Ressuspensao
>
Homogeneizagéo
30"

Inéculo
(MMSV + glucose 50g L'+ YE2g L")
28°C+2°C,180rpm/72h

Interrupgao/ Centrifugagédo
Dialise

Concentragéo /

b Precipitagdo em et$ol

Centrifugagao

Exopolissacarideos
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548  Figura 3. Quantificagio de aclicares totais (A. T.) (-®), redutores (A. R.) (—3—) e proteinas (P. T.) (=) nos
549 diferentes volumes de inéculo (1) e tempo de cultivo (2) para os fungos. A: N. parvum, B: Fusarium sp e C: C.
550  gloeosporioides.
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Figura 4. Presenca de pigmentos nos cultivos submersos, realizados durante as curva de volume de indculo e tempo de
cultivo, dos fungos A- N. parvum, B- Fusarium sp e C- C. gloeosporioides.

Figura 5. Perfil da producdo de EPS pelos fungos N parvum (—®—), Fusarium sp (—=—) e C. gloeosporioides
(—%—) nos estudos de volumes de inéculo (A) e tempos de cultivo (B).
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Figura 6. Perfil de eluicdo dos EPS secretados pelos fungos A: N. parvum, B: Fusarium sp, C: C. gloeosporioides por
HPSEC/RID. Colunas de gel permeacéo dispostas em série, com limites de exclusdo de 7.10%, 4.10°, 8.10% e 5.10° Da.
Material aplicado: 200 ug em 200 uL; fluxo: 0,6 mL/min. Eluente: NaNOs 0,1 M contendo azida sédica 0,003%,
pressdo de 1422 psi a 37 °C.
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Figura 7. Perfil de elui¢éo por HPSEC/RID dos C. gloeoporiodesprec (A), C. gloeoporiodesser (B), Fusarium spsour (C) €
N. parvumse: (D). CondicBes da andlise: colunas de gel permeacdo dispostas em série, com limites de exclusdo de
7x108, 4x10°, 8x10* e 5x10° Da. Material aplicado: 200 pug em 200 pL; fluxo: 0,6 mL/min. Eluente: NaNO3 0,1 M
contendo azida sodica 0,003%, pressdo de 1422 psi a 37 °C.
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Tabela 1- Peso, porcentagem de aglcar total (AT) e proteinas totais (PT), Mw/Mn (grau de
polidispersividade) e composicdo monossacaridica dos polissacarideos secretados pelos fungos N. parvum,
Fusarium sp e C. gloeosporioides.

Composicado
monossacaridica (%)
Micro-organismo EPS(mg) AT (%) PT (%) Mw/Mn Gal Glc Man

N. parvumsonr 140,0 98,0 2,0 1,4 23 64 13
Fusarium Spsoor 116,0 98,0 2,0 15 03 02 95

C. gloeosporioidessoor 178,0 99,0 1,0 14 78 08
C. gloeosporioideSprec 114,5 99,0 1,0 1,6 100

EPS (mg): exopolissacarideo liofilizado
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Analysis of the volume of inoculum influence and cultivation time on the production of
exopolysaccharides by endophytic strains of Neofusicoccum parvum, Fusarium sp and
Colletotrichum gloeosporioide.

Andlise da influéncia do volume de indculo e do tempo de cultivo na producgdo de
exopolissacarideos por cepas endofiticas de Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e

Colletotrichum gloeosporioides

Angélica Augusta Grigoli-Dominato®, Ana Flora Dalberto Vasconcelos?, Jessica Moreli Ferreira?,
Aline, Midori Futami?, André Rodrigues®, Adriana Knob*, Maria de Lourdes Corradi da Silval?

1-Programa de Pés Graduacdo em Microbiologia IBILCE-Unesp Sdo José do Rio Preto -SP 2- Depto de
Quimica e Biquimica- FCT- Unesp Presidente Prudente SP Brasil, 3- Departamento de Bioquimica e
Microbiologia - Instituto de Biociéncias —Unesp Rio Claro — SP; 4. Departamento de Biologia — Unicentro —
Guarapuava, PR, Brasil

Abstract

Endophytic fungi, for requiring adaptation in order to survive in their host, present intense metabolism
producing biomolecules, such as exopolysaccharides (EPS), with viability of applications in several
industrial areas. In vitro, the submerged fungus cultivation allows obtaining of such biopolymers efficiently,
in compact space and with better control of physical (pH, temperature, aeration) and chemical (nutrient)
variables. The aim of this report was to obtain the EPS of the endophytic fungi Neofusicoccum parvum,
Fusarium sp and Colletotrichum gloeosporioides, identifying the condition of culture in relation to volume
of inoculum and incubation time. The EPS production was performed in means of culture containing
medium minimal of Vogel’s salts (MMVS), at 28 © C (£ 2 ° C), at 180 rpm, to perform the volume of
inoculum curves (1.0 to 4 mL, plus 0.5 mL in 0.5 mL per 25 mL of medium) and incubation time (02400 h at
12000 h, 16800 h, 24000 h and 36000 h). The EPS were quantified by the phenol-H,SO4, DNS and Bradford
methods for total sugars, reducers and total proteins, respectively. The determination of the purity and degree
of homogeneity of the molecules was high performance size exclusion chromatography equipped with
refractive differential index (HPSEC / RID) and the monosaccharide composition after total acid hydrolysis
(TFA) which was determined by high performance anion exchange chromatography with pulsed
amperometric detector (HPAEC / PAD). The EPS production for the reported conditions was: 366.5 + 4.0
mg L-1 for N. parvum in 2.5 mL of inoculum and 07200 h of culture, 302.0 £ 3.5 mg L-1 for Fusarium sp in
2.0 mL and 09600 he and 421.4 + 2.1 mg L-1 for C. gloeosporioides in 1.0 mL and 07200 h. The
chromatograms obtained by HPSEC / RID showed a broad base for N. parvum, indicating a high degree of
polydispersity and suggesting the presence of a homogeneous population of molecules and two peaks, with
different retention times for Fusarium sp and C. gloeosporioides, demonstrating the need for purification of
the EPS solutions. The monosaccharides found in the highest proportion were: glucose (N. parvum and C.
gloeosporioides) and mannose (Fusarium sp). The purification by centrifugation allowed obtaining a
precipitate with the characteristics of a pure compound, formed exclusively by glucose (C. gloeosporioides),
that will later have the determined chemical structure and the tested biological activity.

Keywords: Endophytes, cultivation time, inoculum volume, Colletotrichum gloeosporioides, glucan.
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Resumo

Os fungos endofiticos, por necessitarem de adaptagdes para sua sobrevivéncia no hospedeiro, apresentam
intenso metabolismo produzindo biomoléculas, como os exopolissacarideos (EPS), com viabilidade de
aplicacBes em diversas areas industriais. In vitro, o cultivo submerso dos fungos, permite a obtencdo destes
biopolimeros com eficiéncia, em espaco compacto e com melhor controle das variaveis fisicas (pH,
temperatura, aeracdo) e quimicas (nutrientes). O objetivo deste estudo foi obter EPS dos fungos endofiticos
Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e Colletotrichum gloeosporioides identificando a condigdo do cultivo
em relagdo ao volume de indculo e tempo de incubagdo. A producdo de EPS foi realizada em meio de cultura
contendo meio minimo de sais de Vogel (MMSV), a 28 °C (+ 2 °C), a 180 rpm, para a realizacdo das curvas
de volume de in6culo (1,0 a 4 mL, acrescidos de 0,5 mL em 0,5 mL por 25 mL de meio) e tempo de
incubacdo (02400 h a 12000 h, 16800 h, 24000 h e 36000 h). Os EPS foram quantificados pelos métodos
fenol-H,SO., DNS e Bradford para acucares totais, redutores e proteinas totais, respectivamente. A
determinacdo da pureza e grau de homogeneidade das moléculas foi realizada por cromatografia de exclusdo
estérica a alta pressdo, equipado com indice de refracdo diferencial (HPSEC/RID) e a composicdo
monossacaridica, apds hidrolise acida total (TFA), foi determinada por cromatografia liquida de troca
anidnica com detector de amperometria pulsada (HPAEC/PAD). A producdo de EPS para as condigdes
estudadas foram: 366,5 + 4,0 mg L™ para N. parvum em 2,5 mL de indculo e 07200 h de cultivo, 302,0 + 3,5
mg L™ para Fusarium sp em 2,0 mL e 09600 h e 421,4 + 2,1 mg L para C. gloeosporioides em 1,0 mL e
07200 h. Os cromatogramas obtidos pelo HPSEC/RID apresentaram base alargada para N. parvum,
sinalizando elevado grau de polidispersividade e sugerindo a presenca de uma populacdo de moléculas pouco
homogénea e dois picos, com tempos de retencdo diferentes para Fusarium sp e C. gloeosporioides,
demonstrando a necessidade de purificacdo das solu¢des de EPS. Os monossacarideos encontrados em maior
proporcdo foram: glucose (N. parvum e C. gloeosporioides) e manose (Fusarium sp). A purificacdo por
centrifugacdo permitiu a obtencdo de um precipitado com caracteristicas de um composto puro, formado
exclusivamente por glucose (C. gloeosporioides), que posteriormente tera a estrutura quimica determinada e
a atividade bioldgica ensaiada.

Palavras chaves: Endofiticos, tempo de cultivo, volume de indculo, Colletotrichum gloeosporioides, glucana.

Introducéo

Na natureza, os fungos endofiticos, a maioria pertencente ao filo Ascomycota, vivem nos tecidos das
plantas sem aparentemente causar nenhum dano ao hospedeiro e sdo considerados como uma fonte
importante de diferentes moléculas, pois tem capacidade de sintetizar e secretar metabolitos como enzimas,
antibidticos, pigmentos e polissacarideos, entre outros (CHAPLA et al., 2013; SELIM et al., 2012). A sintese
e a secrecdo desses metabolitos podem ser entendidas como uma resposta fisioldgica de adaptagdo do fungo
ao hospedeiro, especialmente devido aos mecanismos de defesa que estes Ultimos apresentam
(SURYANARAYANAN et al., 2009). Para 0 hospedeiro, a presenca desses compostos € vantajosa, pois
aumenta sua resisténcia ao estresse e ao atague de parasitas, insetos e outros micro-organismos. Os
endofiticos permanecem latentes por longos periodos em condi¢des favoraveis de nutrientes, temperatura e
agua, porém, podem tornar-se patogénicos, quando um ou mais desses fatores estdo indisponiveis (YAN et
al., 2015).

Considerando que exopolissacarideos, um dos metabdlitos secretados pelos endofiticos, pode
apresentar atividade biol6gica interessante para a saude humana e animal, despertando o interesse das
inddstrias de alimento, cosmética e de medicamento, a producdo dessas substancias por cultivos in vitro tem

sido avaliada.
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A producdo em meio de cultivo in vitro de exopolissacarideos fungicos dependem de condigdes
como o tipo de cepa (micro-organismo), composi¢do do meio e manutencdo das condi¢des fisicas durante o
processo fermentativo. Fatores como fontes de carbono e nitrogénio (organico e inorganico), sais minerais,
vitaminas, em conjunto com as condicdes fisico-quimicas de cultivo (pH, temperatura, aeracdo, velocidade
de agitacdo, tempo de incubacdo) e a quantidade de indculo empregada, sdo estratégias Uteis que interferem
diretamente no aumento da densidade celular e consequente sintese dos polissacarideos secretados. Por isso,
aperfeicoar o processo de obtencdo de qualquer metabdlito microbiano é essencial para que o rendimento do
mesmo seja favoravel a sua aplicacdo (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

O cultivo em meio submerso ¢ um dos procedimentos mais utilizados por oferecer rapidez na
obtencdo dos metabdlitos, em especial os exopolissacarideos, devido ao maior desenvolvimento micelial, em
espaco pegueno e com menor risco de contaminagdo microbiana (LEE et al., 2004). A obtengdo de
polissacarideos por meios biotecnoldgicos é vantajosa em comparagao aos procedimentos quimicos, que sao
complexos e dispendiosos, por necessitarem de precursores e catalisadores como as enzimas, além da
limitacdo em relagdo ao tamanho dos polimeros obtidos (CORRADI DA SILVA et al., 2006).

Os EPS sdo macromoléculas formadas por monossacarideos iguais (homopolimeros) ou diferentes
(heteropolimeros), unidos por ligacbes glicosidicas, gerando moléculas lineares ou ramificadas. D-
glucopiranose é o monémero mais abundante fazendo parte tanto dos polissacarideos de reserva energética
(glicogénio), quanto aqueles da parede celular (B- ¢ a- glucanas), muitas vezes presentes no material
secretado pelo fungo (SYNYTSYA; NOVAK, 2013). Como podem apresentar grande variabilidade com
relacdo a configuracdo, posicdo e sequéncia das ligacdes glicosidicas, grau de ramificacdo, conformacéo e
composicdo monossacaridica, formam moléculas com caracteristicas quimicas e fisicas distintas que, em
conjunto, sdo as responsaveis pelas varias aplicacdes dos EPS, como emulsificante, espessante e geleificante,
na indistria alimenticia; antidiabético, anti-inflamatorio, antioxidante, antitumoral, antiviral e
imunomodulatorio, na industria de medicamentos ou cosméticos (produtos de cuidados com a pele, cremes e
locBes protetivas) (CORRADI DA SILVA et al., 2006)

No presente estudo, cepas endofiticas de Neofusicoccum parvum, Fusarium sp e Colletotrichum
gloeosporioides foram investigadas, pela primeira vez, como produtores de exopolissacarideos, analisando-
se a influéncia de dois pardmetros de cultivo: volume de indculo e tempo de incubacdo. Os EPS produzidos
por esses micro-organismos foram estudados quanto & composi¢do quimica e homogeneidade, que sdo
parametros preliminares importantes para a caracterizacdo quimica da molécula bem como para a sua

aplicacao.

Material e Métodos

Reagentes e meio de cultura
Agar batata dextrose (BDA) foi adquirido da HiMedia Laboratories (Mumbai, MH, india). Padrdes
analiticos e reagentes utilizados sdo de grau analitico da Sigma-Aldrich Company (St. Louis, MO, USA). O

meio minimo de sais de Vogel (MMSV) foi preparado de acordo com Vogel (1956).
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Métodos
Micro-organismos

Os fungos endofiticos Neofusicoccum parvum, Fusarium sp, isolados de folhas de espinheira santa
(Maytenus aquifolia), e Colletotrichum gloeosporioides, isolado de dormideira (Mimosa pudica), foram
identificados morfologicamente e mantidos em tubos, contendo BDA, inclinados e refrigerados a 4°C (+
2°C), com repiques bimensais.

Reativacao dos fungos
Os fungos foram transferidos assepticamente do meio de manutencdo (BDA) para as placas de Petri
contendo MMSV (VOGEL, 1956) acrescido de glucose (10 g L™) e gar (20 g L™Y).

Cultivos submersos

As condicBes dos cultivos submersos para a producdo de EPS foram previamente descritas por
Steluti et al. (2004) e Vasconcelos et al. (2008). Os pré-indculos foram preparados em frascos de Erlenmeyer
(125 mL) contendo 25 mL MMSV e glucose (10 g L™), para onde foram transferidas, da superficie das
placas, pequenas porcdes de hifas retiradas de forma aleatoria. Os cultivos foram incubados a 28 °C (+ 2 °C)
a 180 rpm durante 04800 h. A seguir, os micélios fungicos foram transferidos assepticamente para um
homogeneizador estéril (Blender) e triturados por 0,5 min em velocidade maxima. Apés, o material foi
centrifugado a 4800 x g durante 30 min com descarte do sobrenadante. A biomassa foi ressuspensa (10 mL)
e diluida com salina fisiologica estéril até a obtengdo de valor de absorbancia entre 0,2 a 0,4 em 400 nm, de
acordo com curva turbidimétrica previamente estabelecida para calcular a concentracdo de células necessaria
para a producdo de exopolissacarideos. Os indculos foram preparados, segundo Steluti et al., (2004) em
frascos Erlenmeyer de 500 mL, em triplicata, contendo 100 mL de MMSV, acrescido de glucose (50 g L™?) e
extrato de levedura (2 g L™). Cada frasco foi inoculado com 1 mL da suspenséo de células e incubados a 28
°C (£ 2 °C) a 180 rpm durante 07200 h. Os cultivos foram testados separadamente para cada micro-

organismo.

Influéncia do volume de indculo na producéo do EPS

Foram ensaiados separadamente e para cada micro-organismo os volumes de indculo de 1,0 a 4,0
mL, aumentando de 0,5 em 0,5 mL, da suspensdo de células para cada 25 mL de meio de cultivo. Os frascos
(em triplicata) foram inoculados com os diferentes volumes de células, incubados por 07200 h,a28 £2°C e

em agitacdo constante de 180 rpm.

Influéncia do tempo de incubac&o do indculo na producéo do EPS

Foram testados separadamente, para cada micro-organismo, os tempos de cultivo de 02400 h em
02400 h até 12000 h e os tempos de 16800 h, 24000 h e 36000 h. Os frascos (em triplicata) foram inoculados
com volumes de células determinados para cada fungo, incubados nos diferentes tempos, a 28 °C +2 °C e

em agitacdo constante de 180 rpm.
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Interrupgéo dos cultivos e recuperacéo dos EPS

Os cultivos foram interrompidos por centrifugacéo (4800 x g durante 30 min) a 4 °C, separando-se a
biomassa do sobrenadante, que foi posteriormente filtrado a vacuo (membrana filtrante de 0,45 pm). O
sobrenadante foi dialisado contra a agua destilada, em sistema fechado, durante 02400 h a 4 °C. A fragdo ndo
dialisavel foi tratada com 3 volumes de etanol absoluto gelado, para a precipitacdo dos EPS e mantida
overnight a 4 °C. Os precipitados foram centrifugados (4800 x g durante 20 min) a 4 °C e ressuspensos em
agua destilada, com agitacdo constante, até solubilizacdo. Aliquotas de cada material foram separadas para as
quantificaces de agucares total, redutor e proteina e o restante foi congelado, liofilizado e armazenado.

Quantificacdo dos EPS

As quantificacGes foram realizadas em triplicata para o calculo da média e desvio padrdo de cada
determinacdo analitica. A concentracdo de acucares totais foi determinada pelo método do fenol-acido
sulfdrico (DUBOIS et al., 1956) e os acucares redutores pelo método do DNS (MILLER, 1959), utilizando a
D-glucose como padréo, para a constru¢do das curvas de calibracdo. As proteinas totais foram quantificadas

pelo método de Bradford (1976), utilizando a soro albumina bovina (BSA) como padrao.

Determinacao da homogeneidade por cromatografia de exclusdo estérica a alta pressédo (HPSEC) acoplada
a detector de indice de refracéo (RID)

Para determinacdo da homogeneidade as amostras foram solubilizadas em &gua destilada (Img/mL)
e filtradas em membranas Millipore® (acetato de celulose) com 0,22 um de porosidade. Aliquotas de 200 uL
foram injetadas no HPSEC acoplada ao detector de indice de refracdo (RID), modelo 10 A e detector de UV-
Vis (Shimadzu Company, Kyoto, KYT, Japan). O sistema de cromatografia liquida consiste de uma bomba
de HPLC, modelo 10AD, com valvula de injecdo manual (Shimadzu) equipado com um loop 200 uL e 4
colunas de gel permeacdo, Ultrahydrogel (7,8 X 300 mm) (WATERS), com limites de exclusio de 1x10°,
4x10°, 8x10* e 5x10° Da, dispostas em série. Uma soluc&o de nitrato de sédio (0,1 M) contendo azida sddica
(0,03 %) foi utilizada como fase mdvel, com fluxo de 0,6 mL min™ e temperatura de 37 °C. A aquisicdo de
dados foi realizada utilizando o programa LC Solution (Shimadzu Corporation) (CORRADI DA SILVA et
al., 2013).

Hidrdlise 4cida total e determinacéo da composi¢do monossacaridica dos EPS

A hidrolise de cada amostra liofilizada (0,05 mg de EPS) foi realizada com a adi¢do de 300 pL de
solucdo de acido trifluoroacético (TFA) 2 mol L™, em tubos prdprios para hidrélise, que posteriormente
foram selados e aquecidos a 100 °C, por 00300 h. Apds este periodo o TFA foi removido por evaporagao.

A andlise da composicdo monossacaridica foi realizada por cromatografia de troca anibnica
(HPAEC) equipada com detector de amperometria pulsada (PAD), Dionex DX 500 (Dionex Company,
Sunnyvale, CA, USA) com os cromatogramas registrados em integrador modelo 4600. Os agUcares neutros

foram separados isocraticamente, utilizando uma coluna analitica CarboPac PAL (4 x 250 mm) equipado
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com guarda coluna PA1, ao fluxo de 1 mL min™. As condigdes de eluicdo foram produzidas utilizando agua
deionizada (eluente 1) e 8 % de NaOH 200 mmol L™* (eluente 2). Apds o término da corrida a coluna foi
regenerada com 100 % do eluente 2 por 10 min e, antes da inje¢do de nova amostra, a coluna foi submetida,
durante 15 min, as condigdes inicias de analise (8% do NaOH 200 mmol L™). Para deteccdo e quantificacdo
dos monossacarideos, aliquotas de 25 puL de uma mistura contendo aproximadamente 200 ng de cada agUcar
padrdo (fucose, arabinose, ramnose, galactose, glucose e manose) foram injetadas no HPAEC/PAD. A
quantificacdo monossacaridica foi realizada comparando as medidas das areas dos picos dos padrbes de
monossacarideos neutros com aqueles obtidos das amostras (VASCONCELOS et al., 2008).

Método fisico de separacdo dos componentes presentes no EPS

Os exopolissacarideos liofilizados, obtidos dos trés fungos estudados, foram solubilizados em agua
deionizada com agitacdo continua (agitador magnético), sem aquecimento. Os EPS quando solubilizados em
agua, formavam uma solugdo viscosa e turva que, ap6s centrifugacdo (3000 x g durante 10 minutos), gerava

uma fracdo limpida, denominada sobrenadante, e um material sedimentado denominado precipitado.

Analise estatistica
A producdo de EPS pelos fungos estudados ndo apresentaram diferencas significativas para os dois
parametros (volume de in6culo e tempo de incubacgdo), através do Teste de Tukey- ANOVA, ao nivel de 5%

(p<0,05) usando o programa estatistico SISVAR.

Resultados e Discusséao
A Figura 1 esquematiza a sequéncia dos experimentos efetuados para a obtencdo dos EPS dos trés

fungos estudados.

Cultivos em meio sélido e liquido para obtencéo de exopolissacarideos

Nos cultivos em meio so6lido, as coldnias fangicas apresentaram aspectos diferentes devido as
caracteristicas morfologicas e fisiologicas individuais (Figura 2 -A-1; B-1; C-1). Apds observagdes visuais
das culturas (hifas jovens), os periodos de incubacéo estabelecidos foram de 4 dias para o N. parvum e 5 dias
para o Fusarium sp e o C. gloeosporioides.

Os cultivos de pré-indculos apresentaram hifas de tom amarelo claro e com os aspectos filamentoso
para o N. parvum e de pellets para Fusarium sp e C. gloeosporioides (Figura 2- A-2; B-2; C-2). Os cultivos
submersos dos inoculos, ap6s os periodos de incubagdo para as curvas estudadas, apresentaram-se
pigmentados conforme aumentava o volume de in6culo e o tempo de cultivo. A Figura 2 (A-3; B-3; C-3)
mostra aspecto dos indculos sem a presenca de pigmentos, sendo entdo identificadas como as condi¢Oes para

0s cultivos.
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Determinacao da influéncia do volume de in6culo na producéao de exopolissacarideos

Nos cultivos submersos, para qualquer volume de inéculo estudado (Figura 3: A-1, B-1 e C-1) bem
como para os diferentes tempos de cultivo (Figura 3: A-2, B-2 e C-2), os trés fungos foram produtores de
EPS. A confirmacédo da producédo de EPS se fez pela diferenga entre acucares totais e redutores, sendo este
altimo encontrado sempre em valores pequenos, principalmente porque procedimentos de dialise eram
efetuados antes das quantificacGes. A formacdo de precipitado quando o caldo de fermentagdo era tratado
com etanol absoluto gelado (Figura 2: A-4, B-4, C-4) indicava também a presenca de polimeros que, uma
vez excluida a contaminacdo por proteinas, quantificadas pelo método de Bradford, pode-se afirmar que a
maior parte do material secretado pelos micro-organismos, nas condi¢cdes estudadas neste trabalho, era
polissacarideo (Figura 2: A-5, B-5, C-5).

De acordo com Barbosa et al. (2004) a producdo de EPS, durante a fermentacdo submersa, se deve a
um conjunto de fatores quimicos e fisicos que favorece o crescimento do micro-organismo bem como a
sintese, rendimento e composicdo da macromolécula. O crescimento de cada micro-organismo apresenta-se
de maneira distinta, em resposta ao efeito das mudangas ambientais e a fonte de carbono utilizada, que pode
ter parte convertida, pela célula microbiana, em polissacarideos. Razack et al. (2013) pontuam que apesar da
analise individual de fatores fermentativos ser considerada dificil e trabalhosa, ela auxilia na selecdo de
parametros mais significativos para producao de biopolimeros. Um desses parametros é o volume de inéculo,
determinante para a producdo de polissacarideos microbianos. Esses metabdlitos sdo produzidos na fase
estacionaria e com excesso da fonte de carbono, no meio de cultivo. Quando o volume de indculo é muito
pequeno, pode comprometer o rendimento do processo fermentativo, pois as células microbianas requerem
maior tempo para atingirem sua biomassa maxima e, consequentemente, a fase estacionaria que € a
responsavel pela producdo do EPS. Um volume muito grande de indculo (maior concentracdo de células)
poderia comprometer a sintese da molécula de interesse, pois o substrato seria utilizado, principalmente, para
suprir as necessidades do crescimento celular (formacdo das estruturas celulares, producdo de enzimas
biossintéticas, entre outras) desfavorecendo a producéo de EPS (PAPAGIANINI, 2004).

Portanto, considerando essa necessidade, foi estudado qual volume de indculo para 25 mL de meio
de cultivo seria ideal para maior producéo de EPS, para cada micro-organismo. A produgdo maxima de EPS
(375 mg L™) pelo N. parvum foi com o volume de indculo de 2,5 mL (Figuras 3-A-1 e 5-A) e para 0
Fusarium sp (209,4 mg L™) com 2,0 mL de indculo (Figuras 3-B-1 e 5-A). A partir destes volumes de
inéculo a producédo de EPS, pelos dois micro-organismos, diminui sensivelmente, sugerindo que uma maior
quantidade de células, presentes nos volumes maiores de indculo, aumenta a competicdo pelos nutrientes do
meio, restando pouco da fonte de carbono para a sintese e secrecdo dos polissacarideos. Tais resultados
demonstraram que determinar o volume de inéculo ideal foi importante para acompanhar a produgdo de EPS
pelos fungos N. parvum e Fusarium sp.

O fungo C. gloeosporioides comportou-se como o0 melhor produtor de EPS (512,8 mg L) com 3,0
mL de células (Figuras 3 C-1 e 5-A). Entretanto, a producdo de pigmentos, a partir de 1,5 mL de indculo
(Figura 4), impediu que a quantidade ideal de células para maior produgdo de EPS pudesse ser adotada.

Tentativas de utilizacdo de membranas filtrantes e de procedimentos de didlise ndo foram capazes de
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remover os pigmentos. A Figura 3 C-1 mostra que a sintese do EPS pelo C. gloeosporioides ndo sofreu
variacOes significativas nos diferentes volumes de inoculo e o fungo foi considerado o melhor produtor de
EPS. Lee et al. (2004) descreveram que, em fermentacdo submersa, o indculo é fator limitante para a
producdo e secrecdo de polissacarideo por fungos filamentosos e no estudo com Grifola frondosa
determinaram que a concentracgao de indculo de 3% foi considerada ideal para a maior producédo de EPS, na
faixa de 2% a 6% estudada.

Phillips et al. (2013) descreveram que pigmentos escuros, de marrom ao preto, presentes nas colénias
de N. parvum podem surgir nos conidios, desde o periodo germinativo, e representam uma forma de
diferenciacdo deste fungo. Dados na literatura (MEDENTSEV et al., 2005; WIEMANN et al., 2009),
relacionados aos estudos da producdo de pigmentos em cultivos submerso de fungos, mostram que a
biossintese desses metabdlitos secundarios comeca a ocorrer no final da fase de crescimento e inicio da
idiofase (fase estacionaria), como um mecanismo de defesa do micro-organismo contra limitacdo das fontes
de carbono e nitrogénio e nas mudancas de pH, que podem acontecer nessa etapa do desenvolvimento
celular. A Figura 4 mostra os aspectos das biomassas dos cultivos submersos dos fungos estudados neste

trabalho, com a producéo de pigmentos.

Determinacao da influéncia do tempo de cultivo na producédo de exopolissacarideos

A producido maxima de EPS (366,5 + 4,0 mg L™ pelo N. parvum ocorreu em 07200 h (Figuras 3-A-
2 e 5-B), a partir do qual houve um decréscimo progressivo até 12000 h, se estabilizando até 36000 h. A
partir do cultivo de 09600 h ocorreu a formacdo de um pigmento escuro e a diminuicdo da secre¢do do EPS,
que poderia sinalizar um desvio da via metabdlica de sintese do EPS para a biossintese do pigmento.

Osinska-Jaroszuk et al. (2015), relataram que fungos ascomicetos e basidiomicetos requerem um
tempo relativamente longo e variavel de incubacdo para a sintese e secrecdo de polissacarideos. Segundo 0s
mesmos autores o tempo pode variar de 3 até 40 dias de cultivo, como observaram para a producdo de EPS
pelo Auricularia auricula (7.5 g L™, 4 dias) e Fusarium oxysporum (0,6 g L™ em 40 dias).

Neste trabalho, dois dos trés micro-organismos apresentaram um comportamento semelhante ao
relatado por Osinska-Jaroszuk et al. (2015). O fungo Fusarium sp (Figura 3 B-2), apesar da produgdo
crescente de EPS até 36000 h, proporcional ao aumento do tempo de cultivo, também apresentou um
pigmento de coloracdo avermelhada a partir de 12000 h, que se acentuava com o aumento do tempo. A
separagdo por centrifugacdo do caldo de fermentacdo e da biomassa mostrou que ambos 0s componentes
estavam pigmentados. A dialise exaustiva do caldo fermentado, seguida da precipitacdo dos polissacarideos
em etanol, ndo foi eficiente para a obtencdo de um material despigmentado. Desta forma, o tempo de 09600
h foi adotado como melhor para obtengdo de um caldo de fermentag&o limpido e produzindo 302 + 3,5 mg L~
! de EPS (Figura 5-B).

O fungo C. gloeosporioides, com produgdo crescente de EPS até o maior tempo de cultivo, foi, nas
condigdes estudadas, o melhor produtor de EPS a partir de 07200 h, alcangando um méaximo de 1.640,8 mg
L no tempo de 36000 h (Figuras 3 C-2 e 5-B). Entretanto, a partir de 09600 h, tanto o caldo de fermentacgio

quanto a biomassa tomaram uma coloracdo acinzentada que se intensificavam com o tempo, até se tornarem
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pretas. Centrifugacdo, filtracdo e dialise ndo foram eficientes para remogéo do pigmento. O tempo de 07200
h, anterior ao aparecimento do pigmento, foi considerado ideal para a producio do EPS (421,4 +2,1 mg L)
pelo C. gloeosporioides.

Xiao et al. (2004) sugerem que quanto maior for o tempo de cultivo, mais polissacarideo seréd
secretado, durante o processo fermentativo e Wu et al. (2012) afirmam que o tempo de cultivo é um dos
fatores que possibilita maior producdo de EPS pelos micro-organismos.

De acordo com a literatura os tempos ideais de cultivo para a producdo de EPS sdo geralmente
superiores a 4 dias. Lima et al. (2008) relataram que o maior rendimento de EPS secretado por Agaricus
brasiliensis foi com adig&o de proteina hidrolisada de soja e 9 dias de incubacéo (1.430,7 mg L™) e 6 dias,
sem adicdo da proteina (993,5 mg L™Y). Lin e Sung (2006) descreveram que foram necessarios 14 dias de
cultivo para a maior producao de EPS pelo Antrodia cinnamomea.

O pH inicial do meio de cultivo foi de 5,6 e sofreu alteracGes durante a realizacdo da curva de tempo.
A afericdo do pH final, no caldo fermentado, mostrou que a melhor producdo de EPS para o N. parvum
ocorreu em pH 6,0 e para o Fusarium sp e C. gloeosporioides em pH 5,0. A partir de pH 7,0, para qualquer
um dos trés fungos estudados, a secre¢do de pigmentos se intensificava na cor, com o aumento do tempo de
cultivo, embora em alguns casos o pH se manteve 7,0. De acordo com Kim et al. (2006), o pH é um
parametro que influencia o crescimento micelial, a producdo de metabdlitos, a morfologia celular e a
reologia do caldo fermentativo. Em geral o crescimento celular é favorecido em menores valores de pH, no
entanto, em estudo realizado com ascomicetos e basidiomicetos, para a producdo de EPS, os pH dos meios
de cultivo oscilaram entre 4 a 7 (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015). Em experimentos realizados com G.
lucidium, os pesquisadores observaram que na faixa de pH inicial entre 3 a 7, a maior producdo de EPS
ocorreu em pH 5 (KIM et al., 2006).

Composicao monossacaridica e analise da homogeneidade dos exopolissacarideos

Essas andlises foram efetuadas com os EPS obtidos a partir da melhor concentracdo de indculo e do
tempo de cultivo considerado ideal, sem a presenca de pigmento. Os resultados da hidrélise acida e
subsequente identificagdo e quantificagdo por HPAEC/PAD mostraram que a glucose era 0 componente
majoritario no N. parvum (78%) e no C. gloeosporioides (81%); o EPS produzido pelo Fusarium sp era
constituido principalmente de manose (68%), um agUcar bastante comum em carboidratos complexos, como
glicoproteinas, presentes na parede celular de fungos e, as vezes, no material secretado. Apesar de cada um
dos fungos apresentar um componente monossacaridico majoritario no EPS, os aglcares galactose, glucose e
manose estavam presentes em todos. Essa composi¢do heterogénea de mondmeros sinaliza que o material
secretado e identificado como sendo somente polissacarideo, pode ser constituido por mais de um polimero
sugerindo a necessidade de averiguacdo. Os EPS flngicos podem ter composicdo diversificada incluindo
monossacarideos combinados com compostos de diferentes naturezas ou estruturas quimicas como proteinas,
fosfatos, sulfatos ou aminas. Os monossacarideos mais encontrados em polissacarideos secretados séo
glucose, manose, galactose, xilose, fucose e ramnose. A glucose é o principal mondémero dos EPS

produzidos pelos fungos Acremonium diospyri Crandall; Aspergillus niger; Botryosphaeria rhodina
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RCYU30101; Cyttaria harioti; Drechsleras picifera; Elsino eleucospila; Epicoccumnigrum Ehrenb. ex
Schlecht; Lachnum sp. YM261; Nigrospora oryzae var. glucanicum; Pestaloti asp. 815; Phanerochaete
chrysosporium (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

A pureza e homogeneidade dos polissacarideos sdo, geralmente, verificadas pelas analises da
cromatografia de excluséo estérica a alta presséo, acoplada ao detector de indice de refracdo (HPSEC/RID).
O numero de picos e o grau de polidispersividade (Mw/Mn) informam a pureza e homogeneidade do
material. Para os 3 fungos estudados, os resultados dessa analise mostram que a base alargada no
cromatograma do EPS produzido pelo N. parvum (Figura 6-A), sinaliza elevado grau de polidispersividade
(Mw/Mn ~ 2,0), sugerindo heterogeneidade e/ou a presenca de mais de um componente. O perfil dos
cromatogramas dos EPS produzidos pelos Fusarium sp (Figura 6-B) e C. gloeosporioides (Figura 6-C)
mostra dois picos, com Ry diferentes, sugerindo moléculas distintas, pelo menos com relacdo a massa

molecular e apontando para a necessidade de procedimentos de purificacéo

Purificagdo dos exopolissacarideos

Os EPS produzidos pelo N. parvum (150 mg), Fusarium sp (140 mg) e C. gloeosporioides (300 mg)
quando solubilizados em &agua, formavam uma solugdo viscosa e turva que, centrifugada, produzia uma
fracdo sollvel, sobrenadante, e um material sedimentado, denominado precipitado. Os precipitados
liofilizados pesaram 11,0 mg, 20,8 mg e 114,5 mg para N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides,
respectivamente. Aliquotas dessas fracGes, solubilizadas em agua, com aquecimento controlado (45 °C)
foram utilizadas para a determinacdo do contelido de proteinas totais, cujos resultados indicaram os
percentuais de 56%, 88% e 1% para N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides, respectivamente. So6 foi
possivel efetuar a hidrélise acida no sedimento proveniente do C. gloeosporioides, cujo resultado foi 100%
glucose (Tabela 1).

Os sobrenadantes do N parvum e do C. gloeosporioides, sdo constituidos principalmente de glucose,
e 0 sobrenadante do Fusarium sp de 95% de manose, provavelmente formando uma manana, constituinte da
parede celular de fungos, geralmente “entrelagados” com proteinas (Tabela 1). E sabido que os
polissacarideos secretados podem ser gquimicamente semelhantes aqueles da parede celular, 0s gquais, neste
caso, estdo geralmente ligados a proteinas e lipideos e cuja composigao e estrutura quimica variam entre as
diferentes espécies de fungos (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). Um exopolissacarideo produzido pelo
Fusarium solani SD5, composto por galactose e ramnose na proporcédo de 2:1, foi purificado por filtracdo em
gel e apresentou massa molecular de 1,87 x 10° Da (MAHAPATRA; BANERJEE, 2012). O Fusarium sp
estudado nesse trabalho tem a manose como principal constituinte da fragdo sollvel e apresentou massa
molecular aparente de aproximadamente 43 kDa (dados ndo mostrados). As quatro fragbes polissacaridicas
separadas por centrifugacdo foram denominadas C. gloeosporiodeSprec, C. gloeosporiodeSsor, FUsarium spsobr
e N. parvumsopr.

Entre as quatro fraces analisadas apenas o sobrenadante do C. gloeosporioides mostrou 2 picos
(Figura 7-B), indicando a necessidade de novos procedimentos de purificacdo. As demais fragdes

apresentaram um Unico pico com base alargada que pode estar relacionada com a polidispersividade dos
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polissacarideos. Essa hipdtese foi confirmada pelos valores do Mw/Mn (grau de polidispersividade), que
foram préximos de 1,5.

Das quatro fracGes apresentadas na Tabela 1 é possivel concluir que apenas os polissacarideos
presentes nos sobrenadante do Fusarium sp e no precipitado do C. gloeosporioides reinem condigdes para
serem quimicamente analisados, uma vez que pelo HPSEC/RID comportam-se como um material puro, mas
ainda com carater de polidispersividade, e apds hidrélise apresentam composicdo monossacaridica quase
homogénea.

E importante observar que dados da literatura descrevem EPS, de uma maneira geral, como sendo
uma fracdo pura secretada pelo micro-organismo. Entretanto, de nossa experiéncia, EPS é uma fragdo
composta por diferentes polissacarideos, que devem ser purificados, antes de qualquer analise adicional, seja

ela quimica ou bioldgica.

Conclusdes

Os trés fungos endofiticos estudados (N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides) produziram
exopolissacarideos em meio de cultivo in vitro, nas condi¢des estudadas. As concentracdes de indculo e
tempo de cultivo ideais para obtencdo de EPS, em 25 mL de meio foram, 2,5 mL em 72 horas, 2,0 mL em 96
horas e 1,0 mL em 72 horas, respectivamente para N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides. O C.
gloeosporioides foi o fungo que produziu maior quantidade de EPS cujo teor de agucar total foi de 99 %. A
glucose foi 0 monossacarideo mais abundante para os EPS de N. parvum e C. gloeosporioides e a manose
para o Fusarium sp. Procedimentos de purificacdo, como centrifugacdo, foram necessarios para confirmar
que os EPS secretados pelos micro-organismos sdo uma mistura de polissacarideos, que necessitam ter a

homogeneidade estabelecida antes da caracterizacdo quimica e aplicagdo bioldgica.
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Figura 1. Fluxograma dos experimentos efetuados para a obtengéo dos EPS relacionando volume de inéculo e tempo
de cultivo para os fungos N. parvum, Fusarium sp e C. gloeosporioides.
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Figura 2. Aspectos dos cultivos em meios sélido e submerso e exopolissacarideos dos fungo N parvum (A), Fusarium
sp (B) e C. gloeosporioides (C).
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548  Figura 3. Quantificagio de aclicares totais (A. T.) (-®), redutores (A. R.) (—3—) e proteinas (P. T.) (=) nos
549 diferentes volumes de inéculo (1) e tempo de cultivo (2) para os fungos. A: N. parvum, B: Fusarium sp e C: C.
550  gloeosporioides.
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Figura 4. Presenca de pigmentos nos cultivos submersos, realizados durante as curva de volume de indculo e tempo de
cultivo, dos fungos A- N. parvum, B- Fusarium sp e C- C. gloeosporioides.

Figura 5. Perfil da producdo de EPS pelos fungos N parvum (—®—), Fusarium sp (—=—) e C. gloeosporioides
(—%—) nos estudos de volumes de inéculo (A) e tempos de cultivo (B).
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Figura 6. Perfil de eluicdo dos EPS secretados pelos fungos A: N. parvum, B: Fusarium sp, C: C. gloeosporioides por
HPSEC/RID. Colunas de gel permeacéo dispostas em série, com limites de exclusdo de 7.10%, 4.10°, 8.10% e 5.10° Da.
Material aplicado: 200 ug em 200 uL; fluxo: 0,6 mL/min. Eluente: NaNOs 0,1 M contendo azida sédica 0,003%,
pressdo de 1422 psi a 37 °C.
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Figura 7. Perfil de elui¢éo por HPSEC/RID dos C. gloeoporiodesprec (A), C. gloeoporiodesser (B), Fusarium spsour (C) €
N. parvumse: (D). CondicBes da andlise: colunas de gel permeacdo dispostas em série, com limites de exclusdo de
7x108, 4x10°, 8x10* e 5x10° Da. Material aplicado: 200 pug em 200 pL; fluxo: 0,6 mL/min. Eluente: NaNO3 0,1 M
contendo azida sodica 0,003%, pressdo de 1422 psi a 37 °C.
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Tabela 1- Peso, porcentagem de aglcar total (AT) e proteinas totais (PT), Mw/Mn (grau de
polidispersividade) e composicdo monossacaridica dos polissacarideos secretados pelos fungos N. parvum,
Fusarium sp e C. gloeosporioides.

Composicado
monossacaridica (%)
Micro-organismo EPS(mg) AT (%) PT (%) Mw/Mn Gal Glc Man

N. parvumsonr 140,0 98,0 2,0 1,4 23 64 13
Fusarium Spsoor 116,0 98,0 2,0 15 03 02 95

C. gloeosporioidessoor 178,0 99,0 1,0 14 78 08
C. gloeosporioideSprec 114,5 99,0 1,0 1,6 100

EPS (mg): exopolissacarideo liofilizado
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