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Bioprospec¢ao de Fungo Filamentoso com Potencial para a
Producao de Exopolissacarideo

Filamentous Fungus Bioprospecting with Potential for
Exopolysaccharide Production

RESUMO

Exopolissacarideos (EPS) sdo polimeros secretados no meio por alguns microrganismos
quando cultivados em cultivos submersos. Estas macromoléculas chamam a atengdo por
suas propriedades bioativas e tecnoldgicas. O objetivo deste trabalho foi a bioprospecg¢do
de fungos filamentosos com potencial para a producgdo de exopolissacarideos, e sele¢do de
fontes de carbono (glicose, sacarose, frutose, manitol e lactose) e nitrogénio (peptona,
extrato de levedura, triptona, sulfato de amonio e nitrato de sddio) para o bioprocesso.
Amostras de materiais lignoceluldsicos (troncos, raizes e cascas) foram coletadas no
municipio de Pato Branco e procedido o isolamento microbiano através de repiques
sucessivos em meio agar Sabouraud. Vinte e cinco cepas foram isoladas e uma apresentou
potencial para a producgdo de EPS. O fungo isolado foi efetivo no consumo das fontes de
carbono, exceto em relagdo a lactose (Yc<30%). Sacarose foi a melhor fonte de carbono
para a producdo (2,87 g.L'!) e rendimento em EPS (0,109 g.g!). Em relacdo a fonte de
nitrogénio, peptona contribuiu para maior producio de EPS (2,12 g.L!) e elevado
crescimento celular (11,18 g.L). A cepa isolada demonstrou potencial para a producdo de
EPS e estudos de otimizagdo poderdo incrementar a eficiéncia do bioprocesso.

PALAVRAS-CHAVE: Bioatividade. Fermentagdes. Macromoléculas.

ABSTRACT

Exopolysaccharides (EPS) are polymers secreted into the medium by some microorganisms
when grown in submerged culture. These macromolecules attract attention for their
bioactive and technological properties. The objective of this work was bioprospecting
filamentous fungi with potential for the production of EPS, and selection of carbon
(glucose, sucrose, fructose, mannitol and lactose) and nitrogen (peptone, yeast extract,
tryptone, ammonium sulfate and sodium nitrate) sources for the bioprocess. Samples of
lignocellulosic materials (logs, roots and bark) were collected in Pato Branco, Parana, and
microbial isolation was carried out by successive subcultures on sabouraud agar. Twenty-
five strains were isolated and one presented potential for EPS production. The isolated
fungus was effective in the consumption of carbon sources, except for lactose (yc<30%).
Sucrose was the best carbon source for production (2.87 g.L?) and EPS yield (0.109 g.g™}).
Regarding the nitrogen source, peptone contributed to higher EPS production (2.12 g.L')
and high cell growth (11.18 .L%). The isolated strain showed potential for
exopolysaccharide production and optimization studies could increase the efficiency of the
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bioprocess.
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INTRODUGAO

Alguns fungos, bactérias e algas, em cultivo submerso, podem secretar
para o meio, macromoléculas de carboidratos as quais comumente sdo chamadas
de exopolissacarideos  microbianos  (PATIL;  SHIRSATH, 2015). Os
exopolissacarideos microbianos tem ampla aplicacdo na industria-de alimentos
por serem capazes de formar géis e solucdes viscosas, melhorando as
caracteristicas reoldgicas do produto (BORGES, 2004). Alguns destes
biopolimeros de origem microbiana, como as B-glucanas, apresentam
propriedades  bioativas, como  capacidade antioxidante, atividade
hipocolesterolémica e imunoestimuladora (THEIS, 2017).

Considerando a importancia estratégica do isolamento de novos
microrganismos produtores de bioprodutos, o objetivo do presente trabalho foi
selecionar e isolar fungos filamentosos com potencial para producdo de
exopolissacarideo, e selecionar as melhores fontes de carbono e nitrogénio para
a producdo de exopolissacarideo.

MATERIAL E METODOS

ISOLAMENTO E MANUTENGAO DA CEPA FUNGICA

Diferentes amostras de material lignoceluldsico, especialmente biomassas
em decomposicdo (cascas, troncos e raizes) foram coletadas no municipio de
Pato Branco.

O isolamento dos fungos foi realizado utilizando a técnica de inoculacdo da
amostra em placas contendo agar Sabouraud com cloranfenicol e repiques
sucessivos. Apoés inoculagcdo as placas foram incubadas a 28 2C por 96 horas e os
fungos crescidos foram repicados para placas com meio novo. As culturas
isoladas foram avaliadas morfologicamente de forma visual para a verificagao da
efetividade do isolamento. A cultura isolada foi mantida em placas contendo agar
Sabouraud com cloranfenicol sob refrigeragdo a 5 2C em refrigerador comercial.

AVALIAGCAO DO POTENCIAL DE PRODUGAO DE EXOPOLISSACARIDEO

Inicialmente, indculo fungico foi preparado transferindo uma al¢cada de
micélio da placa para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio
minimo de sais de Vogel e 10 g.L'! de glicose. Os frascos foram incubados em
incubadora orbital (shaker) a 28 2C por 48 sob agitacdo de 150 rpm. O micélio
crescido foi separado do caldo por centrifuga¢do (1500 x g, 20 min.), triturado e
resuspendido em agua destilada de forma a ser obtido uma suspensdo micelial
cuja com concentra¢do foi padronizada por leitura de absorbancia a 400 nm
(leitura entre 0,4 e 0,5). Os ensaios fermentativos para a avalicdo da producdo de
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exopolissacaridgg foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo
150 mL de meio minimo de sais de Vogel, 20 g.L! de glicose e 10 mL de in6culo
previamente padronizado, os quais foram incubados a 28 2C por 96 horas sob
agitacdo (150 rpm). O caldo fermentado foi separado da biomassa micelial por
centrifugacdo (1500 x g, 15 min.) e o exopolissacarideo (EPS) foi recuperado por
precipitacdo com etanol 95% na proporc¢ao de 3 partes de etanol para 1 de caldo
e repouso por 12 horas, sob refrigeracdo (5 2C). O EPS e a biomassa celular foram
quantificados por gravimetria apds secagem em estufa com circulagdo de ar a 60
oC (KAGIMURA, 2015).

EFEITO DE FONTES DE CARBONO E NITROGENIO NA PRODUCAO DE
EXOPOLISSACARIDEO

Para a avaliacdo do efeito da fonte de carbono sobre a producdo de EPS
foram conduzidas fermentacdes em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo
150 mL de meio minimo de Vogel, 20 g.L'* da fonte de carbono estudada (glicose,
sacarose, frutose, manitol e lactose) e 10 mL de inéculo padronizado Para a
avaliacdo das fontes de nitrogénio (peptona, extrato de levedura, triptona,
sulfato de amdnio e nitrato de sddio, 2 g/L?) foi utilizado meio contendo K;HPO,
(2 g.L'Y), MgS047H,0, (2 g.Ll), 20 g/L da fonte de carbono pré-selecionada e 10
mL de indculo. Todos os cultivos foram conduzidos em shaker (28 2C, 150 rpm,
96 h). EPS e a biomassa fungica foram quantificados por técnica gravimétrica e os
acUcares residuais totais quantificados pelo método fenol-sulfirico (DUBOIS,
1956). Os parametros fermentativos: rendimento em EPS (Yp/s), rendimento em
biomassa micelial (Yxss), rendimento especifico (Y.) e consumo percentual de
substrato (Y%), foram determinados conforme descrito por Cunha et. al. (2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 25 cepas de fungos filamentosos, sendo selecionado um
fungo com potencial para a producdo de exopolissacarideo. A amostra isolada foi
denominada de UTF18 e como pode ser visualizado na Figura 1A, apds 96 h de
cultivo houve intenso crescimento de micélio aéreo, o qual apresenta uma
coloragdo branca acinzentada.

Figura 1 - Micélio fungico do Isolado UTF18 (A); Exopolissacarideo produzido pelo Isolado
UTF18 (B).

Fonte: Autoria prépria (2019).

Na Figura 1B pode ser verificado o exopolissacarideo apds tratamento do
caldo fermentado com etanol. O EPS produzido apresentou coloragdo branca, o
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que sugere a gyséncia de contaminantes pigmentados, como melanina entre
outros biocompostos.

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados dos parametros fermentativos
determinados nas fermentagdes conduzidas para a selecdo das fontes de carbono
e nitrogénio para a producdo de EPS.

Tabela 1 - Parametros fermentativos para dos cultivos com o fungo Isolado UTF18 em
diferentes fontes de carbono e nitrogénio.

Carbono

Glicose 2,12° 11,18 0,109®° 0,58  0,19%* 97,04°
Sacarose 2,87° 10,96 0,158°  0,60° 0,272 91,22°
Frutose 1,31° 11,200 0,069® 0,59 0,12  94,33?
Manitol 0,28¢ 4,35 0,015 0,23* 0,06 93,51°
Lactose o¢ 1,12¢ 0° 0,21° o¢ 28,87°
Nitrogénio

Peptona 2,12° 11,18 0,109° 0,58 0,19* 97,04
Extrato levedura 1,43° 10,54° 0,076 0,567 0,14°>  93,31°
Triptona 1,32° 8,43  0,068® 043® 0,16® 96,92°
(NH4)2S04 1,25° 4,15 0,091 0,30° 0,30°  69,38°
NaNO; 0,6 8,32*  0,032° 045®°  0,07° 92,44

PX: producdo de biomassa, PF: producdo de lasiodiplodana, YP/S: conversio de substrato
em lasiodiplodana, YX/S: conversdo de substrato em biomassa, Ye: rendimento
especifico, Yc: percentual de consumo de substrato. <9 Letras diferentes na mesma
coluna dierem estatisticamente (p<0,05).

Fonte: Autoria prépria (2019).

Os melhores valores de producdo de EPS (2,87 g.L) e rendimento em EPS
(0,158 g.g') foram obtidos nos ensaios utilizando a sacarose como fonte de
carbono. O fungo isolado foi efetivo no consumo das fontes de carbono
(YC>90%), exceto em relagdo a lactose (YC<30%). Além da assimilagdo ineficiente
da lactose, nos cultivos com este aglcar ndo houve produgdo de EPS e o
crescimento micelial também foi bastante reduzido (1,12 g.L?).

Quanto a fonte de nitrogénio, os melhores valores de produgdo de EPS (2,12
g.L'Y) e rendimento (0,109 g.g') em EPS foram obtidos nos meios com peptona.
Extrato de levedura, triptona e sulfato de aménio ndo apresentaram diferenca
significativa entre seus valores de produgdo EPS (Figura 2C). Em termos de
biomassa micelial, maior produgdo foi observada no ensaio com peptona (11,18
g.L'Y), mas este valor ndo diferiu significativamente dos valores de extrato de
levedura (10,54 g.LY), triptona (8,43 g.L'!) e nitrato de sddio (8,32 g.L%), conforme
pode ser visto na Figura 2D. A menor producdo de biomassa observada foi 4,15
g.L, verificada nos meios com sulfato de aménio.
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Figura Zp—éggg)fiygéo de EPS (A) e biomassa micelial (B) em diferentes fontes de
carbono; Producdo de EPS (C) e biomassa micelial em diferentes fontes de
nitrogénio (D).
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