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Resumo

Exopolissacarideos sdo polimeros de monossacarideos secretados no meio de cultivo, que apresentam
diferentes aplicagdes industriais. Existem poucos artigos cientificos sobre a produg¢ao, caracterizacdo e
aplicagdes de exopolissacarideos (EPS) fiingicos. A maioria das pesquisas neste campo tem se
concentrado em EPS de bactérias, as quais possuem crescimento mais rapido. O objetivo do presente
trabalho foi revisar a literatura publicada sobre EPS fungicos, relatando os parametros de cultivo dos
fungos, o efeito de fontes de carbono, nitrogénio organico e inorganico, acragdo, agitacao,
microelementos, adi¢do de antiespumantes ¢ fatores de crescimento na producdo de EPS. Também
foram revisados os métodos utilizados para recuperar EPS fungicos, bem como para a sua caracterizagao.
Algumas propriedades reologicas do meio de cultivo e as aplicagdes dos EPS também foram descritas.
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Abstract

Exopolysaccharides are polymers of monosaccharides which are secreted in the culture medium and allow
for different industrial applications. There are few scientific reports on the production, characterization and
applications of fungal exopolysaccharides (EPS) . Most research in the field has been concentrated on bacterial
EPS, since bacteria are easier to grow. The objectives of the present work were to review the literature on
fungal EPS, reporting fermentation parameters for growing fungi, and the effect of carbon source, organic
and inorganic nitrogen, aeration, agitation, microelements, addition of antifoam, and factors of growth on
EPS production. The methods for recovering fungal EPS as well as their characterization, some rheological
properties of the culture medium, and EPS applications were also described.
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Introducio

Polissacarideos, também chamados glicanas, sao  plantas (GLAZER; NIKAIDO, 1995) e glicogénio
macromoléculas naturais encontradas em todos os  nos animais.
organismos vivos, constituindo um grupo de

Os exopolissacarideos (EPS) sdo definidos como

compostos dos mais abundantes e importantes da . . .
polissacarideos extracelulares, produzidos por alguns

biosfera, como por exemplo celulose e amido nas - o .
fungos e bactérias, os quais sao encontrados ligados
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a superficie das células ou sdo excretados para o meio
extracelular, na forma de limo (SUTHERLAND,
1998). Nos fungos, os EPS constituem uma
importante percentagem da biomassa, participando
com mais de 75% dos polissacarideos constituintes
da parede da hifa (GUTIERREZ; PIETRO;
MARTINEZ, 1996).

As primeiras observag¢des sobre casos de
polimerizagdo com a formagdo de polissacarideos,
foram feitas em caldo de cana e descritas por
Vauquelin, em 1822. Somente 40 anos depois,
Pasteur descreveu observacdes semelhantes,
demonstrando que essa polimerizagao era provocada
por microrganismos. Entretanto, segundo Lima et al.
(1992), ndo identificaram o tipo de microrganismo.

O polissacarideo mais importante, obtido por
fermentagao, foi o dextrana, descrito por Scheibler
em 1874. Possui a férmula geral (C.H O,), €
produzido pela bactéria Leuconostoc mesenteroides,
isolada e nominada pela primeira vez por Van
Tieghen em 1880. Somente em meados do século
XX, Gronwall e outros pesquisadores descreveram
o uso e processos de fabricagdo de dextrana (LIMA;
AQUARONE; BORZANI, 1992). Portanto, foi a
partir do dextrana que se iniciou e se desenvolveu o
estudo dos exopolissacarideos microbianos.
Primeiramente, houve um desenvolvimento mais
acentuado sobre a produg@o de EPS produzidos por
bactérias e posteriormente, por fungos, dentre os
quais o mais estudado tem sido o Aureobasidium
pullulans (SEVIOUR et al., 1992).

Os EPS produzidos por fungos podem ser
heteropolissacarideos ou homopolissacarideos.
Varios tiveram suas estruturas quimicas

caracterizadas. A Tabela 1 mostra a ordem
cronologica dos artigos citados por Seviour et al.
(1992) e de outros revisados neste trabalho, acerca
do estudo destas biomoléculas fungicas,
especificando a composi¢ao monomérica ¢ o tipo de

ligacao glicosidica constituinte.

Conforme mostra a Tabela 1, a maioria dos
exopolissacarideos fungicos é B-glucana. As

propriedades fisicas e dos

polissacarideos sdo determinadas pelas diferencas

fisioldgicas

quimicas tais como: tipo de ligagdo glicosidica, grau
de ramificagdo e composicdo monossacaridica
(GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996). Por
exemplo, grandes variagcdes no grau de ramificagdo
desses polimeros podem afetar a sua solubilidade
(SUTHERLAND, 1998). Outro exemplo, sdo as
propriedades reologicas e atividade antitumor
apresentadas pelas glucanas extracelulares do tipo
B, especialmente glucanas (1 - 3), propriedades
estas ndo verificadas em glucanas do tipo o, B(1 - 4)
ou B(1 - 6). Esta atividade estd relacionada a
organizacao da estrutura ligada em 3(1 - 3) em tripla
hélice e também com a complexidade da ramificagao
lateral e seu peso molecular (SCHIMID et al., 2001).
A composicdo do meio e as condi¢gdes de cultivo
inferferem diretamente na producdo dos EPS
microbianos.

Os microrganismos sdo adaptados ao meio
ambiente natural onde vivem, pois nele existem
fatores limitantes como fontes de carbono e
nitrogénio, aeragao, agitagdo, microelementos entre
outros, € isso confere a eles um estado de homeostase.
Na producdo de EPS por fungos, deve ser
considerada a cepa fungica escolhida como também
0 seu meio ambiente natural para adequar, em
laboratorio, o meio de cultivo em termos de
caracteristicas nutricionais.

Pardmetros que interferem na producdo dos
exopolissacarideos fungicos

Fontes de carbono

A produgéo de a e 3 glucanas por fungos parece
depender do tipo de fonte de carbono e da
concentracdo usada. Em geral, se a fonte de carbono
pode ser metabolizada pelo fungo, ela também pode
promover a producao de EPS, mas nem sempre na
mesma extensdo (SEVIOUR et al., 1992).

Vérias sdo as fontes de carbono estudadas para a
produgao de EPS fungicos: glucose, sacarose,
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Tabela 1 — Homo - e heteroexopolissacarideos produzidos por fungos filamentosos(*)

(*)Dados apresentados em ordem cronoldgica, atualizados a partir de Seviour et al.(1992).

Fungo Monossacarideo(s) Ligacao glicosidica Autor(es)
Sclerotium glucanicum Glucose B(1—>3) e B(1>6) Johnson et al.
Plectonia occidentalis Glucose B(1—>3) e B(1>6) Davis et al.
Helotium sp Glucose B(1—>3) e B(1>6) Davis et al.
Claviceps fusiformis Glucose B(1—>3) com ramificagdes Buck et al.
Alternaria solani glucose, gala'ctose, desconhecida Goatley
glucosamina
Schizophyllum commune Glucose B(1—>3) e B(1—>6) Kikumoto et al.
Monilia fructicola Glucose B(1—>3) e B(1>4) Feather & Malek
Stereum strigoso-zonatum Manose, galactose desconhecida Bender
Monilinia fructigena (a) Manose,galactose B (1_)‘,1) ¢ B(l.—>2)~com Archer et al.
possiveis o ligagdes
Monilinia fructigena (b) Glucose B(1->3) e B(1—>6) Santamaria et al.
. . Galactosamina, .. A
Aspergillus nidulans acetato, galactose a-ligagdes Leal & Rupérez
Botrytis cinerea (a) Glucose B(1-3), B(1—6) e f(1>4) Leal et al.
Aureobasidium pullulans glucose, malato B(1—>3) e B(1>6) Leal-Serrano et al.
Botrytis cinerea (b) Glucose B(1—>3) e B(1>6) Dubourdieu et al.
Aspergillus flavus Manose e galactose B(1>2) Kardosova & Rosik
Acremonium diospyri Glucose B(1-3), B(1—>6) e B(1>4) | Seviour & Hensgen
Penicillium erythromellis glucose, malonato B(1—>6)e? Rupérez et al.
Pestalotia sp. 815 Glucose B(1—>3) e B(1>6) Misaki et al.
Ulocladium atrum manose_,arabmose, B(1—>3) e B(1—6) Martinez et al.
glicerol
Paecilomyces lilacinus glucose, galactose desconhecida Sarkar et al.
Phanerochaete chrysosporium (a) glucose, arabinose B(1—>3) e B(1—>6) Bes et al.
Phanerochaete chrysosporium (b) Glucose B(1—>3) e B(1>6) Buchala & Leisola
Epicoccum purpurascens Glucose B-ligagodes Michel et al.
Phytophthora parasitica Glucose B(1—>3) e B(1—>6) Bruneteau et al.
. - L Stasinopolous &
Acremonium persicinum Glucose B-ligacoes Seviour
Glomerella cingulata Glucose B(1—>3) e B(1>6) Gomaa et al.
Laetisaria arvalis Glucose B(1—>3) e B(1>6) Aouadi et al.
Aureobasidium pullulans p56 Glucose a(l—>6) Schuster et al.
Aureobaszdzugﬁbéllulans ATCC Glucose o(1—-6) Gibbs & Seviour
Pleurotus ostreatus glucose, manose, Gutiérrez et al.
galactose
Fusarium solani manose, galactose, desconhecida Polycarpo et al.
glucose, pentose
Aureobasidium pullulans
aubasidani Glucose B(1->3), B(1—=6) e a(1—>4) Yurlova & Hoog
Aureobaszdzugsibéllulans ATCC Glucose o(1—-6) Gibbs & Seviour
Sclerotium rolfsii ATCC 201126 Glucose B(1—3), B(1—>6) Farifia et al.
Aureobaszdzumg;téléulans NRRLY- Glucose a(1-6) Barnett et al.
Schizophyllum commune Glucose B(1->3), B(1—6) Maziero et al.
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maltose, lactose, frutose, galactose, xilose, celobiose,
sorbitol, xilitol, manitol, arabinose, inositol e
diferentes tipos de farinha tais como mandioca, milho,
batata, etc (SELBMANN; CROGNALE;
PETRUCCIOLI, 2002; IZELI et al., 2003). Por meio
da revisdo da literatura, foi observado que a glucose e
sacarose tém sido as fontes de carbono mais utilizadas
para a produgdo de EPS fungicos (SEVIOUR et al.,
1992; SCHUSTER; WENZIG; MERSMANN, 1993;
FARINA et al., 1998; BAE et al., 2000, PIGATTO,
2002; DEKKER; BARBOSA, 2001).

A concentragdo de glucose utilizada nos meios
de cultivo para produgdo de EPS tem variado de 1,6
g/L para a produgao de glucana pelo Phanerochaete
chrysosporium ATCC24725 (LEISOLA etal., 1982)
até 39 g/L para a produgdo de EPS por outros
Basidiomicetos (MAZIERO; CAVAZZONI;
BONONI, 1999). Entretanto para a sacarose, t€ém
sido observadas variagdes desde 30 g/L, para a
producdo de exo-biopolimeros pelo Paecilomyces
Jjaponica (BAE et al., 2000) até 150 g/L para a de
escleroglucana pelo Sclerotium rolfsii ATCC201126
(FARINA et al., 1998).

Existe um tempo de cultivo e uma concentragao
otima de fonte de carbono para a producao de EPS
para cada microrganismo. Isso foi demonstrado por
Maziero, Cavazzoni e Bononi (1999), quando
compararam a produgdo de EPS pelo Agaricus sp.
(CCB280) com a de Oudemansiella canarii
(CCB179), ap6s 7 dias de cultivo, em meio contendo
39 g/L de glucose.

Da mesma forma, a importancia da concentragao
de uma mesma fonte de carbono foi demonstrada
por Farifia et al. (1998), quando estudaram o
Sclerotium rolfsii ATCC201126, que produziu
aproximadamente quatro vezes mais escleroglucana
quando cultivado em 150 g/L de sacarose do que em
20 g/L da mesma fonte. Leisola et al. (1982),
cultivaram o Phanerochaete chrysosporium
ATCC24725 em glucose, variando a sua
concentragdo de 2,4 g/L até 6,0 g/L, em frascos
contendo o mesmo meio de cultivo. Esses

pesquisadores observaram que o microrganismo
consumiu niveis similares desta fonte de carbono nos
7 primeiros dias de cultivo e o consumo de glucose
pelo fungo ndo ultrapassou 2,4 g/L, em frascos
agitados, independentemente das
concentragoes estudadas.

maiores

Segundo Bae et al. (2000), existe uma
proporcionalidade a producdao de
exopolissacarideo e o crescimento micelial pelo

entre

fungo Paecilomyces japonica. Experimentos
realizados com este microrganismo utilizando-se 10,
20, 30, 40 e 50 g/L de maltose, demonstraram que o
maior crescimento micelial foi obtido em 30 g/L de
maltose concomitantemente com a a maior produgao
de EPS. Bae et al. (2001), também avaliaram a
producdo de EPS pelo Paecilomyces japonica, em
reator, e verificaram que a maior producgdo foi em
maltose quando comparado com cultivos em
sacarose, tendo sido obtidos 30 g/L e 25 g/L,
respectivamente. Porém, em frascos agitados, a
produgdo de EPS pelo referido microrganismo foi
aproximadamente 6 g/L para estas duas fontes de
carbono. Entretanto, pelo fato da sacarose ter um
custo mais acessivel do que a maltose e ter conduzido
auma boa producao de EPS, em reator, ela foi a fonte
selecionada pelos referidos pesquisadores.

Fontes organicas e inorginicas de nitrogénio

Um outro fator nutricional importante para a
producdo efetiva do EPS ¢ a fonte de nitrogénio. As
fontes organicas mais utilizadas sdo: peptona,
glutamato, L-asparagina, extrato de levedura,
succinato de amonio entre outras. Entre as
inorganicas, podem ser citadas: sulfato de amonio,
nitrato de sédio, nitrato de potassio, nitrato de
amonio, etc (SEVIOUR et al., 1992; KRCMAR et
al., 1999; BAE et al., 2000).

Tem sido descrito que polissacarideos sdo
produzidos somente sob condi¢des de nitrogénio
limitantes e que altos niveis de nitrogénio no meio
de cultivo reprimem a formagdo de EPS. Este efeito
tem sido observado em varios fungos produtores de
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B-glucanas. Entretanto, acredita-se que este tipo de
regulacdo depende da fonte de nitrogénio utilizada.
Os sais de amodnio sdo, freqlientemente, mais
eficientes do que a maioria dos outros sais
inorganicos e, particularmente, do que as fontes de
nitrogénio organicas (SEVIOUR et al., 1992).

Relatos da literatura mostram que as concentragdes
de sulfato de aménio tém variado de 0,6 g/L para a
producao de pululana pelo Aureobasidium pullulans
ATTC9348 (GIBBS; SEVIOUR, 1996) até¢ 5,0 g/L
para a produgdo de EPS por certos Basidiomicetos
(MAZIERO; CAVAZZONI; BONONIL 1999). As
concentragoes de nitrato de sodio estudadas tem
variado de 0,08g/L para a produgdo de epiglucana
pelas cepas de Epicoccum nigrum (SCHMID et al.,
2001) até 2,25 g/L na produgao de escleroglucana pelo
Sclerotium rolfsii ATCC201126 (FARINA et al.,
1998).

Cepas de Aureobasidium pullulans aubasidani
produziram aubasidana utilizando-se preferencial-
mente nitrato de sddio, enquanto cepas de
Aureobasidium pullulans pullulans produziram
pululana utilizando sulfato de amonio. Portanto,
cepas de Aureobasidium pullulans podem ter
preferéncias diferentes por fontes de nitrogénio,
levando a producdo de diferentes exopolissacarideos
(YURLOVA; HOOG, 1997).

A fonte de nitrogénio influenciou diretamente a
produgdo de EPS pelo Sclerotium rolfsii ATCC201126
que produziu aproximadamente 2 g/L. de escleroglucana
em sais de amoénio ¢ 5 g/ em sais de nitrato em um
mesmo tipo de meio de cultivo. Portanto, acredita-se
que este microrganismo sofreu uma adaptacao durante
o processo evolutivo (FARINA et al., 1998).

O crescimento micelial e a producdo de EPS pelo
Paecilomyces japonica estdo diretamente
relacionados. Bae et al. (2000) verificaram que a
maior producao de EPS para este microrganismo foi
obtida em fonte organica de nitrogénio e, mais
especificamente, em 6 g/L. de extrato de levedura.

Portanto, pelos resultados descritos na literatura,
acredita-se que existem preferéncias especificas
quanto a fonte de nitrogénio, as quais estdo

diretamente vinculadas ao metabolismo de cada
microrganismo.

Aeracao

As taxas de aeragdo para a producdo de EPS
variam significativamente. A producao de B-glucana
pelo Phanerochaete chrysosporium ATCC24725
(BUCHALA; LEISOLA, 1987) foi a mesma (140
mg/L), independentemente da taxa de aeracdo
estudada, que variou de 0,05 a 0,4 litro por minuto
(vvm). Por outro lado, Roukas e Liakopoulou-
Kyriakides (1999) verificaram que a produgdo de
pululana pelo Aureobasidium pullulans P56 foi maior
(23 g/L) na taxa de aeracdo de 1 vvm, quando
comparado com os cultivos sem fornecimento de ar
(12 g/L) e com aeragao de 0,5 vvm (14 g/L).

Wang e McNeil (1995) estudaram a produgao de
escleroglucana pelo Sclerotium glucanicum
NRRL3006 em reator. Variaram o fluxo de ar de 100
dm?/min durante 96h ¢ em seguida, decresceram-no
para 20 dm?*/min. Estes dois estagios promoveram
um ligeiro aumento na produg¢ao de escleroglucana.

Gibbs e Seviour (1996) também estudaram a
producao de pululana pelo Aureobasidium pullulans
ATTC 9348 em fermentador e demonstraram que
existe uma influéncia negativa de altos niveis de
oxigénio dissolvido sobre a producao de EPS neste
microrganismo.

Portanto, para a produgdo de EPS deve-se estudar
as condi¢des de aeracdo mais apropriadas para cada
microrganismo. Para alguns fungos, a acracao pode
ndo afetar a producdo, enquanto que para outros, pode
aumentar ou mesmo diminui-la.

Agitacio

A fungao da agitacao no meio de cultivo € melhorar
a distribuicao de oxigénio e outros nutrientes para as
células fungicas. A maioria dos estudos sobre a
influéncia da taxa de agitagao sobre a producado de EPS,
por fungos, tem sido feita com cepas de Aureobasidium
pullulans, um produtor de pululana.
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Gibbs e Seviour (1996) estudaram uma grande
variedade de taxas de agitagdo para a producao de
pululana pelo Aureobasidium pullulans ATTC 9348,
em fermentador. Os autores constataram que a
producao do referido EPS em velocidades de agitacao
menores como 125 e 250 rpm, sem controle do nivel
da pressao de oxigénio para as células, foi satisfatoria
devido aos baixos niveis de oxigénio que atingiram
as células, nestas condi¢des de agitagao. Também
verificaram que a produgdo poderia melhorar
significativamente em altas velocidades de agitagdo
como 1000 rpm, desde que fosse diminuida a pressao
de oxigénio para as células, ou seja, que houvesse
um controle da pressdo. Estas conclusdes parecem
demonstrar que, independentemente da taxa de
agitacdo, a producdo de EPS ¢ afetada pelo nivel da
pressao de oxigénio no fermentador.

Microelementos

Microelementos s3o sais inorganicos utilizados
em pequenas quantidades pelas células fungicas, os
quais compreendem metais € nao metais essenciais a
composicdo de enzimas, vitaminas, proteinas,
nucleotideos, etc. Sdo substancias consideradas
estabilizadoras destas macromoléculas. Os
microelementos mais utilizados para a producao de EPS
por fungos sdo: K,.HPO,, KCI, MgSO,, FeSO,, NaCl,
Na,HPO,, KH,PO,, MnSO,,
Normalmente, o fosfato e sulfato sdo requeridos em
maiores concentragdes pelos microrganismos em

comparagdo com 0s outros sais inorganicos. Fosfato ¢

entre outros.

um constituinte dos fosfolipideos e acidos nucléicos e
¢ também um regulador de certas enzimas do
metabolismo primario e secundario. Sulfato € necessario
para a biossintese de aminodcidos sulfurados e
metabdlitos secundarios, como por exemplo os
antibioticos (GRESHAM, R.L.; HERBER, W.K., apud
RHODES; STANBURY, 1997, p.51-74).

Entre varios sais inorganicos o fosfato de potassio
levou a maior produgdo de micélio pelo
Paecilomyces japonica, apesar dos sais MnSO, .
5H,0,MgSO0, . 7H,0, e KH,PO, também terem sido
favoraveis ao seu crescimento (BAE et al., 2000).

Entre varios sais inorganicos, o CuCl,. 2H,0 foi
0 que promoveu menor producdo de micélio pelo
Paecilomyces japonica, apesar do ZnCl, também ndo
ter favorecido o seu crescimento (BAE et al., 2000).

A otimizag¢do do meio de cultivo para o
crescimento micelial de Paecilomyces japonica se
deu com 0,5 g/L de K.HPO,, 0,2 g/L de KH,PO,,
0,2 g/ deMnSO,.5H,0¢0,2 g/L de MgSO, . 7TH,0
(BAE et al., 2000).

Mais estudos deverao ser realizados para se inferir
quais os efeitos dos sais inorganicos sobre o cultivo
de diferentes fungos produtores de EPS. Por
exemplo, pesquisar a composi¢cdo em sais minerais
necessaria para promover um aumento da atividade
das enzimas envolvidas no metabolismo da produgao
dos exopolissacarideos fungicos.

Adicao de anti - espumantes

A producdo de polissacarideos por fungos
cultivados em tanques agitados ou fermentadores
aerados, leva a formacdo de grandes quantidades de
espuma estavel, que ¢ comumente controlada com
produtos quimicos. Recentemente, tem sido
demonstrado que alguns destes produtos quimicos
anti-espumantes, como polipropileno glicol 2025,
inibiram severamente a produ¢do de [3-glucana para
os fungos Acremonium persicinum C38 e Epicoccum
purpurascens E41, além de alterarem a morfologia
dos mesmos. A producdo de polissacarideo pelo
Aureobasidium pullulans ATCC3092 nao foi afetada.
O mecanismo de inibi¢do ndo é conhecido, porém
estes produtos quimicos podem afetar a via
biossintética direta ou indiretamente, afetando a taxa
de transferéncia de massa do oxigénio ou a
morfologia do fungo. Entretanto, estas observagdes
mostram que cuidados devem ser tomados na escolha
dos agentes antiespumantes para a producdo de
glucanas (SEVIOUR et al., 1992).

Por outro lado, quando outros produtos quimicos
foram testados, como varios 6leos vegetais e seus
constituintes em acidos graxos, houve um expressivo
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aumento na produgao de EPS pelo Acremonium
persicinum C38. Por exemplo, o 6leo de oliva e o
oleo de girassol favoreceram a produgao de EPS que
foi de aproximadamente 30 g/L, quase o dobro da
producao do controle. Ainda se desconhece como
estes Oleos agem, entretanto a falta de correlagdo
entre os niveis de estimulacao e o grau de insaturagdo
sugere que eles nao agem modificando a fungdo e a
estrutura da membrana celular, como sugerido em
outros sistemas (SEVIOUR et al., 1992).

Bevaloid 5397, um 06leo mineral, inibiu a
producdo de EPS pelo Acremonium persicinum C38
porém, nenhum dos anti-espumantes a base de
silicone, incluindo-se “Dow Corning AF”, Anti-
espumante 1520 e o Gensil 32 (Bevaloid), afetaram
a producao de EPS. Entretanto, na presenga destes
mesmos anti-espumantes, o 4 . persicinum C38
cresceu na forma micelial formando grandes massas
esféricas (STASINOPOULOS; SERVIOUR; AUER,
1989).

Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento sdo fontes acessorias,
principalmente de carbono, nitrogénio e
microelementos, que servem para incrementar o
cultivo de microrganismos. Os fatores de crescimento
escolhidos dependem da fisiologia e do meio de
cultivo das cepas fingicas produtoras de EPS. Sao
fatores de crescimento as vitaminas, aminoacidos,
acidos graxos e microelementos, entre outros. Por
exemplo, a adi¢ao de 6leo de girassol e 6leo de oliva
e seus constituintes em acidos graxos, diminuiram a
produgdo de escleroglucana pelo Sclerotium rolfsii
ATCC201126 (FARINA etal., 1998). Porém a adi¢io
dos mesmos aumentou a producao de EPS pelo
Acremonium persicinum C38 (SEVIOUR et al.,
1992). Portanto, os fatores de crescimento devem
ser avaliados para cada microrganismo em estudo.

Recuperacdo e quantificacio de
exopolissacarideos fungicos

Os exopolissacarideos flngicos sao recuperados
do meio de cultivo de forma semelhante aos de
bactéria, ou seja, através de centrifugacdo, filtragao,
agentes precipitantes de EPS, dialise e liofilizagao.

As centrifugacdes sao utilizadas para separar as
células, sedimentando-as do EPS soluvel presente
no meio extracelular. Também sdo utilizadas para
auxiliar na precipitacéo posterior dos EPS presentes
no sobrenadante, apds tratamento com agentes
precipitantes. O etanol é o agente precipitante mais
comum, embora isopropanol ou cetonas podem
também ser utilizados. A relagdo volume de etanol :
volume de sobrenadante do meio de cultivo mais
utilizada tem sido 2:1 (WANG; McNEIL, 1995;
BARNETT et al.,, 1999; ROUKAS;
LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 1999; SCHMID
et al., 2001). Porém um, trés ou até mesmo quatro
vezes o volume de etanol também tém sido
empregado com sucesso por alguns pesquisadores
(BUCHALA; LEISOLA, 1987, KRCMAR et al,
1999; BAE et al., 2001)

Os EPS fungicos tém sido quantificados através
de pesagem ap6s liofilizacdo (BAE et al., 2001), ou
pela quantificagdo de seus agtlicares redutores apos
digestdo enzimatica (WEST, 2000), ou ainda
determinados pelo método do fenol-acido sulfurico
(YURLOVA; HOOG,1997, BARBOSA etal., 2003).

A importancia de um bom método para a
recuperagdo e quantificagdo dos EPS fungicos do
meio de cultivo, reside no fato de possibilitar a
comparacdo da producao de EPS por uma ou outra
cepa fingica.

Caracterizacio dos exopolissacarideos
fungicos

Antes que a caracterizacdo quimica seja iniciada,
énecessaria a purificacdo do EPS, geralmente a parte
mais laboriosa.
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Procedimentos de purificagdo devem ser
efetuados até que a composi¢ao da macromolécula
em estudo se mantenha constante por, pelo menos,
dois diferentes métodos (PAZUR, 1994). Sabendo-
se que o comportamento dos polissacarideos nas
cromatografias de filtragdo em gel ou em troca idnica
fornece informagdes acerca da pureza da preparacao
polissacaridica e que a simetria no pico de elui¢ao ¢
sinal de homogeneidade (DANISHEFSKY;
WHISTLER; BETTELHEIM, 1970; BOYER, 1993)
esses métodos cromatograficos sdo, geralmente, os
primeiros utilizados nos procedimentos de
purificacao.

Para analisar a estrutura de um polissacarideo ¢
necessario, primeiro, determinar os tipos de residuos
monossacaridicos que constituem o composto
biologico.

Com o advento de métodos cromatograficos, a
determinagdo da composicdo monossacaridica ¢é
relativamente simples. Para isso, é imprescindivel
que o polissacarideo seja, antes, hidrolisado em suas
unidades constituintes.

A cromatografia em papel, uma técnica simples
e de baixo custo, ¢ utilizada para identificar
qualitativamente os monossacarideos, obtidos por
hidrolise, do EPS (YURLOVA; HOOG, 1997). A
cromatografia em camada delgada utilizada para o
mesmo fim (POLYCARPO et al., 1997) apresenta
melhor resolugdo e rapidez, quando comparada a
cromatografia em papel.

Métodos mais sensiveis e rapidos sao
cromatografia em fase gasosa (GLC) e cromatografia
liquida de alta resolugdo (HPLC). O primeiro método
estabelece que derivados volateis de carboidrato
sejam preparados (CHAPLIN, 1994) e entdo
identificados, usando-se detector de ionizacdo de
chama, comparando-se seus tempos de retencdo
aqueles de padroes, ja previamente conhecidos
(BUCHALA; LEISOLA, 1987; BES et al., 1987;
GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ., 1996;
YURLOVA; HOOG, 1997; SANTOS et al., 2000;
SCHMID et al., 2001). Para o HPLC, ndo ha

necessidade da derivatizagdo pré-coluna permitindo
a analise de uma menor quantidade de material. Neste
caso, a detec¢ao de carboidratos se faz por indice de
refracdo e mais recentemente por amperometria
integrada (PAD-HPAEC) (RICE; CORRADI DA
SILVA, 1996; BARBOSA et al., 2003).

M¢étodos espectroscopicos como ressonancia
magnética nuclear e infravermelho acoplado ao
transformador Fourier sdo utilizados para identificar
a configuragdo anomérica das ligacdes glicosidicas
do EPS. Para essas analises, os espectros do material
em estudo sao comparados aos espectros de padrdes,
normalmente, encontrados na literatura de
ressonancia magnética nuclear (GORIN, 1980; BES
et al., 1987, BRUNETEAU et al., 1988;
GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996;
SANTOS et al., 2000; SCHMID et al., 2001;
BARBOSA et al. 2003) e infra-vermelho
(GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996;
YURLOVA; HOOG, 1997; KRCMAR et al., 1999;
SANTOS etal., 2000; SCHMID et al., 2001; SILVA
et al., 2003).

A analise de metilacdo, uma das mais comuns na
caracterizagdo de polissacarideos, ¢ usada para
estabelecer a posi¢ao da ligacao e o tipo de anel dos
acucares constituintes (MONTREUIL et al., 1994).
Ela envolve a permetilacao de todas as hidroxilas
livres dos agtlcares, seguida da liberacdo de
monossacarideos por hidrdlise ou metandlise e
analise quantitativa dos derivados metilados
(BUCHALA; LEISOLA, 1987; BES et al., 1987;
GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996;
YURLOVA; HOOG, 1997; KRCMAR et al., 1999;
SCHMID et al., 2001; BARBOSA et al., 2003).
Padrdes de fragmentagao caracteristicos de agticares
individuais sdo obtidos pela combinagdo c.f.g.-e.m
(cromatografia em fase gasosa e espectrometria de
massa).

A oxidagao do polissacarideo pelo periodato e a
determinagdo quantitativa do periodato consumido
bem como a formag¢do do acido formico fornecem
informagodes sobre a natureza e a propor¢ao das
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ligacdes glicosidicas que participam do EPS
(SANTOS et al., 2000; BARBOSA et al., 2003).

A determinagdo da massa molar, usualmente, é
realizada pela aplicacdo do EPS em uma coluna
contendo géis permeaveis. O volume de eluigdo,
comparado aquele de padrdes de massa molar
conhecida, permite determinar o peso molecular
aproximado do EPS (YURLOVA; HOOG, 1997).

Esse conjunto de analises, realizado com todo
critério cientifico, permite caracterizar a estrutura
quimica do EPS.

Algumas propriedades reologicas dos meios
de cultivo com exopolissacarideos flingicos

A viscosidade das solugdes de EPS fingicos varia
de acordo com alguns fatores fisico-quimicos como:
pH, temperatura, concentragdo do EPS, massa
molecular, solubilidade, além das caracteristicas
morfologicas dos fungos produtores (CUNHA, 2002).

A velocidade cinética do EPS varia com a
viscosidade do meio de cultivo, sendo maior em
meios de cultivo com baixa viscosidade e maior
solubilidade, e menor em meios de cultivo com alta
viscosidade e baixa solubilidade. Sao eles menos
velozes em meios mais viscosos (maior atrito) e mais
velozes em meios menos viscosos (menor atrito). A
maior viscosidade do meio de cultivo promove ao
EPS um carater mais pseudoplastico e menos
newtoniano, enquanto a menor viscosidade do meio
de cultivo confere a ele um carater mais soluvel e
newtoniano (CUNHA, 2002).

Uma grande importancia do estudo da viscosidade
do meio de cultivo esta na producao de EPS fingicos
em escala industrial, com menor custo de producao,
em fermentador, em termos de gasto energético.
Microrganismos que produzem mais EPS em um
meio de cultivo mais newtoniano € o ideal para maior
lucratividade (CUNHA, 2002).

Grandes variagdes podem ser encontradas no grau
de ramifica¢do de alguns dos polimeros de
escleroglucana, uma [-glucana, o que pode afetar

muito sua solubilidade. Quando o escleroglucana ¢
mais ramificado, sua solugao ¢ pseudoplastica e sua
viscosidade parece nao ser afetada, na faixa de 20-
90°C. A oxidagao quimica da cadeia lateral com
periodato, seguida por redugdo com borohidreto,
aumenta a atividade newtoniana do escleroglucana,
possivelmente devido ao aumento da solubilidade
deste EPS. O comportamento pseudoplastico do
escleroglucana ndo ¢ afetado por varios sais, o que
proporciona uma vantagem sobre polissacarideos
polianidnicos, tais como xantana para produtos
agricolas (SUTHERLAND, 1998).

Pululana, uma a-glucana, soluvel em agua,
produzida pelo Aureobasidium pullulans forma
solugdes viscosas estaveis na presenca da maioria
dos cations, mas nao forma géis. Esterificacodes
podem ser usadas para variar suas propriedades
fisicas, tornando-a menos susceptivel ao ataque
enzimatico (SUTHERLAND, 1998). A maior
viscosidade de uma solu¢ao de pululana produzida
pelo Aureobasidium pullulans P56 foi obtida em pH
8.0 a 20 °C, quando o EPS foi produzido com taxa
de aeracdo de 1L/min (ROUKAS; LIAKOPOULOU
- KYRIAKIDES, 1999).

A viscosidade da solucao de pululana produzida
por Aureobasidium pullulans ATCC9348 foi avaliada
sob diferentes condi¢des de cultivo em fermentador
e observou-se que os valores foram constantes. Este
resultado sugeriu que a massa molecular de pululana
e seu grau de polimerizagdo nao sdo afetados pelo
meio fisico. Entretanto, segundo Lounes et al. (1995)
e Audet et al. (1996), os valores de viscosidade
variaram com as condi¢des da fermentacdo para o
Aureobasidium pullulans quando secretou outros
polissacarideos concomitantemente com o pululana
(BOUVENG et al., 1963; LEAL-SERRANO et al.,
1980; PROMMA et al. apud GIBBS; SERVIOUR,
1998).

As caracteristicas morfologicas de Paecilomyces
japonica exerceram uma influéncia significativa
sobre a reologia do caldo contendo EPS. A forma de
micélio esférico promoveu menor viscosidade do que
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a forma de micélio filamentoso. O indice de
comportamento de fluxo n para o micélio esférico
foi perto da unidade (BAE et al., 2001). O
crescimento do micélio esférico de Paecilomyces
Japonica foi obtido sob condi¢des de baixa agitagao
¢ alta aeragdo e foi necessario para melhorar a
producdo de EPS (SINHA et al., 2001).

Segundo Wang e McNeil (1995) a viscosidade
do caldo e a transferéncia de oxigénio para os
microrganismos sao variaveis inversamente
proporcionais. Esse fato ocorre porque estes
pesquisadores observaram elevada viscosidade do
caldo fermentado, contendo escleroglucana de
Sclerotium glucanicum NRRL 3006, com baixas
taxas de transferéncia de oxigénio.

Aplicacoes dos exopolissacarideos fliingicos

Varios exopolissacarideos produzidos por
microrganismos ainda ndo foram adequadamente
explorados e somente poucos tém sido produzidos
em larga escala. Muitos polissacarideos produzidos
por bactérias e fungos possuem propriedades
semelhantes as do agar. Outros possuem
propriedades reoldgicas que sdo valiosas para
emprego industrial. Entre os polissacarideos
microbianos com usos comerciais podem ser citados
xantana, dextrana , alginato, curdlana e gelana,
produzidos por bactérias e o escleroglucana e
pululana, produzidos por fungos. (GLAZER;
NIKAIDO, 1995).

Os polissacarideos extracelulares produzidos por
fungos ligninoliticos desempenham papel importante
no processo de degradag@o de xenobioticos, uma vez
que imobilizam as enzimas extracelulares. O gel
formado por estes biopolimeros impede a
desidratagdo da hifa e permite adesao entre as células
ou a adesdo destas as superficies, além de selecionar
moléculas do meio (MAZIERO; CAVAZZONI,
BONONI, 1999).

Os EPS microbianos sdo mais conhecidos por
suas propriedades espessantes, geleificantes e

emulsificantes, porém outra possibilidade de
aplicacdo destes biopolimeros ¢ na saude humana.
Vérias pesquisas sobre polissacarideos fingicos tém
se concentrado em aplica-los como agentes
antitumorais (MAZIERO et al., 1999). Os
polissacarideos que apresentam esta atividade sdo
todos glucanas intimamente relacionados a estrutura
do escleroglucana (YANG; LIAU, 1998). Alguns
polissacarideos ricos em L-fucose também podem
apresentar aplicagdo na area médica, evitando a
colonizagdo do pulmao por células tumorais (efeito
anticancerigeno), no controle da formacdo de
leucdcitos (efeito antiinflamatério), no tratamento de
artrite reumatodide, na sintese de antigenos para a
produ¢do de anticorpos (imunizagdao) € em
cosméticos como agentes de hidratagdo da pele
(VANHOOREN; VANDAMME, 1999).

O pululana, uma a-glucana produzida pelo fungo
Aureobasidium pullulans, é resistente ao 6leo e dai
sua aplicag@o em pogos de petroleo. Este EPS forma
filmes soltveis em agua com baixa permeabilidade
ao oxigénio, reveste alimentos retendo o sabor e
aparéncia. Solugdes deste EPS podem também ser
usadas para formar coberturas, sem odor e sabor,
sobre matérias alimenticias. Estas aplicagdes tém
aparentemente sido desenvolvidas no Japao, mas o
uso do polimero em outros paises parece ser limitado.
Pululana é também um bom adesivo e pode ser usado
na preparacdo de algumas fibras, como um
componente de sistemas aquosos bifasicos. Este EPS
também tem sido usado para preparar padroes de
massa molecular de baixa dispersdo para calibrar
HPLC. Uma nova particularidade do uso de pululana
€ como pré-biodtico para promover seletivamente o
crescimento de Bifidobacterium spp no intestino
humano, seguindo sua incorporagdo sobre alimentos
de dieta especializada (SUTHERLAND, 1998).

D-glucanas tipo B(1 - 3) como escleroglucana

(Sclerotium  glucanicum),  esquizofilana
(Schizophyllum commune), cinereana (Botrytis
cinerea) e pestalotana (Pestalotia sp), exibem
atividade contra tumores. Esta atividade antitumor

parece estar relacionada a estrutura quimica da cadeia
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principal da glucana na forma de triplice hélice, a
frequéncia e complexidade das cadeias laterais e a
sua massa molecular (SCHMID et al., 2001).

O EPS e o micélio de Paecilomyces japonica
apresentam atividades fisiologicas semelhantes, que
incluem atividades imuno-estimuladora, antitumor
e hipoglicémica. Ambos podem ser utilizados como
suplemento da dieta para aumentar a histamina, uma
substancia naturalmente produzida pelo organismo,
para curar tosse e problemas de circulagdo do sangue,
ou ainda como um tdénico para promover a
longevidade e melhorar a qualidade de vida (BAE et
al., 2001).

Ensaios de atividade contra tumor das D-glucanas
B(1 - 3) de Phytophthora parasitica foram positivos
(BRUNETEAU et al., 1988).

O EPS ramificado, uma [3-D-glucana (1 - 3;1 - 6)
ou escleroglucana de Sclerotium rolfsii ATCC
201126 tem sido investigada devido ao seu potencial
na recuperagdo de 6leos, bem como pela sua
capacidade de promover estimulo imunologico.
Apresenta atividades antimicrobiana e antineoplésica
significantemente mais elevadas do que outras [3-
glucanas (FARINA et al., 1998).

A participagdo da D-glucana B(1 - 3) de Phlebia
radiata Fr.79 (ATCC64658) na degradagdo de
xenobidticos ainda ndo esta totalmente esclarecida,
embora ja se conhece que as enzimas que participam
da degradacao de lignina também estdo envolvidas
na degradacdo de xenobidticos (KRCMAR et al.,
1999) e que D-glucanas podem atuar como suporte
neste processo.

Conclusoes

Diferentes fontes de carbono tém sido estudadas,
entretanto a glucose e a sacarose sao as mais
utilizadas para a producdo de EPS fingicos.

Fontes de nitrogénio organicas e inorganicas tém
sido estudadas para a producdo de EPS fungicos.
Niveis elevados de nitrogénio reprimem a sintese de

EPS em fungos. Sais de amonio e nitrato destacam-
se entre as fontes de nitrogénio inorganicas, enquanto
o extrato de levedura entre as fontes organicas.

A aeracao pode ou ndo afetar a producao de EPS
de acordo com o fungo em estudo.

A adigdo de microelementos e de fatores de
crescimento devem ser avaliadas de acordo com o
fungo em estudo. Entretanto, fosfato e sulfato devem
ser utilizados em maiores concentragdes que oS
demais microelementos.

A adigdo de antiespumantes pode ou ndo inibir a
sintese de EPS, dependendo do fungo em estudo,
afetando ou ndo a forma do micélio.

O etanol na propor¢ao de 2 volumes tem sido o
solvente mais utilizado para a precipitagdo de EPS
fingicos. Geralmente a quantificagdo tem sido
através de pesagem apos a liofilizacao.

A caracterizacao de EPS fiingicos ¢ desenvolvida
por uma seqiiéncia de técnicas, desde as mais simples
como hidrolise acida e cromatografias em papel ou
em camada delgada, até as mais sofisticadas como
espectroscopia de infra-vermelho e ressonancia
magnética nuclear (RNM), que dependem de
aparelhos especificos.

A viscosidade no meio de cultivo durante o
processo de produgdo de EPS ¢ importante para
diminuir os gastos de produg¢ao do mesmo, em escala
industrial.

Considerando-se a biodiversidade do planeta e a
importancia destas macromoléculas como produtos
naturais bem como suas aplicagdes nas mais
diferentes areas, pesquisas sobre o isolamento de
novas cepas fungicas e da otimizagao da producdo
devem ser intensificadas, uma vez que a produgao
independe de variagdes sazonais e ou climaticas e,
portanto, novos exopolissacarideos poderdo ser
descobertos.
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