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RESUMO
MENDES, Tatilla Putumuju Santana. Caracterizacdo e avaliacdo da atividade
antioxidante de polissacarideos de fungos filamentosos. 99 f. 2018. Dissertacdo (Mestrado)
— Programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia Molecular, PMBgBM, Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, Jequie, 2018.

Os biopolimeros tém sido objeto de intensos estudos, tendo em vista seu elevado potencial de
aplicacdo em diferentes setores, aléem de sua importancia econdmica. Polissacarideos,
especialmente os extraidos de fungos, vém mostrando diversas bioatividades. Varios estudos
tém evidenciado a propriedade bioldgica antioxidante desses polissacarideos. Sendo assim,
esse trabalho tem o propoésito de extrair, purificar e caracterizar polissacarideos de parede
celular dos fungos Penicillium camembertii ATCC 4845, Penicillium roquefortii ATCC
10110 e Aspergillus nigerATCC 1004, e invertigar seu potencial biotecnoldgico, no tocante a
capacidade de reducdo de radicais livres e atividade antioxidante “in vitro”. As melhores
condicdes de pH, temperatura e tempo de extracdo foram obtidas, aplicando a Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR). Os polissacarideos extraidos desses trés fungos foram
submetidos a analise estrutural utilizando Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
transformata de Fourier (FT-1V), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Deste modo, os polissacarideos foram
adequadamente caracterizados, suas composi¢des monomeéricas identificadas e quantificadas,
bem como os tipos de ligacBes glicosidicas. Os ensaios de atividade antioxidante
demonstraram que os polissacarideos extraidos da parede celular desses fungos tiveram
potencial habilidade de sequestro de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH) e 2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS). Assim, esses microrganismos mostraram
ser uma fonte promissora para obtencdo de polissacarideos com potencial atividade
antioxidante.

Palavras-chave: Penicillium camembertii. Penicillium roquefortii. Aspergillus niger.
metodologia de superficie resposta. radicais livres.



ABSTRACT
MENDES, Tétilla Putumujd Santana. Characterization and evaluation of the antioxidant
activity of filamentous fungi polysaccharides. 99 f. 2018. Master’s Thesis- Multicentric
Program in Biochemistry and Molecular Biology, PMBgBM, State University of Southwest
of Bahia, Jequié, 2018.

The biopolymers have intensively been studied, considering their potential of application in
different areas and their economic importance. Polysaccharides, especially those extracted
from fungi, have several bioactivities. Several studies have demonstrated the antioxidant
properties of these polysaccharides. The aim of this work is to extract, purify and characterize
the cell wall of polysaccharides from the fungi Penicillium camembertii ATCC 4845,
Penicillium roquefortii ATCC 10110 and Aspergillus niger ATCC 1004, additionally, the
studied aimed to investigate their biotechnological potential in relation to their ability in
reducing free radicals than its antioxidant activities "in vitro". The best conditions of pH,
temperature and time of extraction were obtained applying the Response Surface
Methodology (RSM). The polysaccharides extracted from these three fungi were submitted to
structural analysis using Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FT_IR), High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Nuclear Magnetic Resonance (RMN). This
way, the polysaccharides were properly characterized, their monomer compositions were
identified and quantified, as well as their types of glycosidic bonds. The antioxidant activity
assays demonstrated that the cell wall of the polysaccharides extracted from these fungi had a
potential to free radical-scavenging assay of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6 (ABTS). Therefore, these microorganisms have shown to
be a promising source to obtain polysaccharides capable with potential antioxidant activity.

Keywords: Penicillium camembertii. Penicillium roquefortii. Aspergillus niger. surface
response methodology. free radicals.
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DPPH:
FT-IR:
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LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

Acido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-sulfonico
Potencial hidrogeniénico

Ressonancia magnética nuclear
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de
Fourier

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Grau de Polimerizacéo
Peso molecular
Acido triflluoracético

Concentracdo na qual a substancia induz uma resposta de 50% apds

tempo especificado de exposicao

Exopolissacarideo
Geralmente reconhecido como Seguro (do inglés GRAS)

Departamento de Salde e Servigos Humanos dos Estados Unidos (do
inglés FDA)
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1 INTRODUCAO

Com a grande tendéncia de introduzir substancias naturais em terapias humanas, 0s
fungos sdo importantes como fonte natural para obtencdo de substancias biologicamente
ativas (VALASQUES JUNIOR et al., 2017). Podem ser encontrados em quase todos os
lugares da natureza mostrando adaptacdo a uma variedade de ambientes diferentes
(STUBIGER et al., 2016), o que facilita sua obtencdo e cultivo. A biomassa flingica é
explorada comercialmente com intuito de isolar componentes celulares de interesse
biotecnoldgico, a exemplo de enzimas (invertases, glucosidases), nucleotideos, lipideos
(fosfolipideos e ergosterol), proteinas (manoproteinas) e polissacarideos (glucanas, mananas e
galactanas) (KAORI FUKUDA et al., 2009).

A aplicagdo de polimeros ganhou maior visibilidade nas Gltimas décadas em diversos
setores (BORDENAVE, JANASWAMY & YAO, 2014). Polissacarideos sdo biopolimeros
formados a partir de varias unidades de monossacarideos unidos através de ligacoes
glicosidicas (MAHAPATRA & BANERJEE, 2013), amplamente encontrados em
microrganismos, células animais e vegetais (WANG, et al., 2017). Nos microrganismos, 0s
polissacarideos podem ser obtidos de diferentes locais da célula (exopolissacarideos,
endopolissacarideos e os de parede celular) (MAHAPATRA & BANERJEE, 2013). Possuem
alto potencial de aplicacdo biotecnoldgica, o que tem impulsionado intensa pesquisa
(VALASQUES JUNIOR, et al., 2014). No setor médico-farmacéutico essas macromoléculas
demonstram varias bioatividades, incluindo atividade antitumoral (SHARMA, KHANNA &
KAPOOR, 2016; YU et al., 2017), efeitos imunomoduladores (KAORI FUKUDA et al.,
2009; SHARMA, KHANNA & KAPOOR., 2016), anti-inflamatéria (CHENG et al., 2016;
DU et al., 2015) e antioxidante (WANG et al., 2017; TIAN et al., 2016) com forte habilidade
de reducdo de radicais livres. Assim, muitos polissacarideos estdo sendo explorados com

objetivo no desenvolvimento de medicamentos eficazes e seguros (WANG et al., 2017).

O Penicillium € um género de fungos ascomicetosos que possui grande potencial para
uso em varias aplicagdes ambientais, biotecnoldgicas e industriais (YADAV et al., 2017).
Chen et al. (2013) investigaram o polissacarideo (Ps1-1) extracelular isolado de Penicillium
griseofulvum, caracterizado como galactomanana contendo galactofuranose. Em outro
estudo, trés polissacarideos do fungo Penicillium sp. foram isolados e caracterizados, sendo
principalmente constituidos por manose e quantidades varidveis de glicose e galactose, e

potencial propriedades antioxidantes (SUN et al., 2009).



Dentre os fungos pertencentes a este género, um destaque para duas espécies: P.
camemberti e P. roqueforti que desempenham um papel fundamental no processo de
maturacdo de alguns tipos de queijos. Na fabricacdo do queijo, estes fungos garantem uma
rapida colonizacdo, o que é crucial para a maturacdo, assegurando que ndo haja a
contaminacdo por outros microrganismos. Além disso, certificam as caracteristicas sensoriais
do queijo, a exemplo do aroma (LE DREAN et al., 2010). Entretanto, até o0 momento, nenhum
estudo foi relatado em relacdo a atividade antioxidante de polissacarideos isolados dessas

duas espécies do género Penicillium.

O género Aspergillus é um dos principais representantes dos fungos filamentosos. Em
particular, A. niger € uma espécie conhecida de valor comercial substancial (BENOIT-
GELBER et al., 2017). Encontrada em diversos ambientes em todos o0s continentes, tem um
estilo de vida sapréfito (SEGERS et al., 2016) além de crescer em uma ampla gama de pHs e
temperaturas (KRIJGSHELD et al., 2013). Wang et al. (2013) em estudo com Aspergillus
terreus obtiveram um polissacarideo extracelular (YSS) composto principalmente de manose
e galactose, com boa capacidade antioxidante, especialmente de eliminacdo de radicais de 1,1-
difenil-2-picrilidrazilo (DPPH).

Diante das perspectivas decorrentes da biotecnologia de microrganismos na busca de
novas substancias que possuam bioatividade para o desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos, o presente estudo propds avaliar a extracdo, purificacdo, caracterizagdo
quimica e atividade antioxidante de polissacarideos da parede celular das espécies dos fungos
filamentosos P. camembertii ATCC 4845, P. roquefortii ATCC 10110 e A. niger ATCC
1004. As otimizacOes das extracdes foram realizadas utilizando o delineamento experimental
Box-Behnken (BOX & BEHNKEN, 1960) para os fungos do género Penicillium, e o
planejamento Fatorial de Trés Niveis (BEZERRA et al., 2008) para o género Aspergillus. As
purificacbes foram realizadas pelo método de cromatografia por exclusdo molecular. Para a
caracterizacdo quimica foram realizados métodos de Espectroscopia no infravermelho (FT-
IR), Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de eliminagdo dos radicais
livres 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH) e 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
(ABTS).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Otimizar a extracdo, purificar, caracterizar e avaliar a atividade antioxidante de
polissacarideos de parede celular isolados de fungos filamentosos Penicillium camembertii
ATCC 4845, Penicillium roquefortii ATCC 10110 e Aspergillus nigerATCC 1004.

2.2 Objetivos Especificos

Produzir biomassa dos fungos P. camembertii ATCC 4845, P. roquefortii ATCC
10110 e A. nigerATCC 1004 contendo polissacarideos em quantidades que permitam a
realizacdo das extracGes aplicando condicGes definidas de temperatura, pH e tempo de
extracdo e posterior analises quimicas necessarias;

Realizar os estudos de extracdo dos polissacarideos, pela utilizagdo da ferramenta de
Metodologia de Superficie de Resposta;

Purificacdo dos polissacarideos utilizando Cromatografia de Exclusdo Molecular;

Caracterizar o0s polissacarideos extraidos dos fungos utilizando técnica de
espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

Realizar ensaios “in vitro” para determinar 0 potencial antioxidante dos
polissacarideos obtidos desses fungos filamentosos através dos métodos de eliminacdo dos
radicais livres 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH) e 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico (ABTS).
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1 Fungos

1.1 Biologia dos fungos

Em termos taxonémicos, os fungos verdadeiros estdo agrupados em um reino a parte,
0 Reino Mycetae, mais conhecido como Reino Fungi (RAGHUKUMAR, 2017). Representam
um dos grupos mais abundantes em relacdo a sua onipresenca, sua ecologia e suas multiplas
formas morfoldgicas, contribuindo amplamente na vida cotidiana (WANG, Zheng et al.,
2017). Possuem fundamental importancia para a sustentacdo da vida na Terra principalmente,
por seu papel ecologico na atuacdo no ciclo do carbono nos solos além de facilitarem a
nutricdo mineral para plantas e de carbono para outros organismos (TEDERSOO et al., 2014).
No entanto, também possuem impacto negativo, ja que um ndmero limitado de fungos € capaz de
causar infecGes oportunistas em plantas e em humanos, principalmente nos imunodeprimidos
(PAULUSSEN et al., 2017).

Séo relativamente simples em termos de seus tipos de células e tecidos, juntamente
com a alta diversidade genémica que acompanha sua ampla distribuicdo ecologica (WANG,
Zheng et al., 2017). O desenvolvimento de fungos abrange uma grande variedade de
complexidades, possuindo estrutura vegetativa podendo ser unicelular ou filamentosa,
formada por hifas, que em conjunto formam o micélio. A parede celular fangica é constituida
principalmente por quitina, glucanas, mananas e glicoproteinas (TORTORA, CASE, &
FUNKE, 2012; BOWMAN & FREE, 2006). Além disso, possuem nutricdo osmo-
heterotréfica, obtém seus alimentos absorvendo pela superficie celular substancias organicas
dissolvidas (RAGHUKUMAR, 2017).

Na biotecnologia estdo inseridos em diversas reas: alimentos, medicina, meio ambiente,
agricultura. Suas caracteristicas basicas fazem destes organismos modelo para investigacoes
genéticas. J& que, por possuirem natureza eucariotica mostram muitas das caracteristicas das
células humanas e, deste modo, podem ser usados como modelo mais Util para processos
celulares do que bactérias (MORETTI & SARROCCO, 2015; BRANDL & ANDERSEN,
2017). Muitas espécies utilizadas como modelo para avango de pesquisas compartilham de
aspectos em comum: curto ciclo de vida, rapido crescimento, facil manipulagdo em ambiente

laboratorial e facil identificacdo morfolégica (WANG, Zhi-Jun et al., 2017).

A levedura Saccharomyces cerevisiae (fermento de péo e vinho), utilizada como exemplo
de modelo fangico experimental bem estudado e de grande importancia econdémica, € uma

ferramenta importante em genética molecular, amplamente utilizada em pesquisas das mais



diversas finalidades (COSTANZO et al., 2016). Qi et al. (2018) utilizou co-culturas de S.
cerevisiae para melhorar a producéo de solventes a partir de mandioca sem adigéo de enzimas
amiloliticas, aumentando o rendimento e exibindo um grande potencial. Nuanpeng et al.
(2018) usaram uma estirpe termotolerante de S. cerevisiae imobilizada em matriz de alginato
para producdo de etanol a partir de suco de sorgo, mostrando uma potencial aplicacéo
industrial. Zhao et al. (2018) desenvolveram, por engenharia genética, uma nova via de
biossintese para melhorar a producéo de &cido oleandlico em S. cerevisiae, apresentando um

rendimento 7,6 vezes maior que a producdo maxima ja relatada.

Representantes de modelos experimentais de fungos filamentosos para biologia do
desenvolvimento incluem as espécies ascomicetosas Aspergillus nidulanse, Neurospora
crassa (WANG Zheng, et al., 2017). Em trabalho realizado com A. nidulans geneticamente
modificada, foi investigada a reducdo na formacgdo de melanina nos micélios fingicos com a
finalidade de aumentar o rendimento na producdo da enzima alcool arilico oxidase (PARDO-
PLANAS et al., 2017). Castrillo et al. (2017), fotoinduziram a biossintese de carotendides no
micélio do N. crassa incubado a baixas temperaturas (8°C), mostrando melhores resultados

quando comparados ao mesmo procedimento realizado em temperaturas mais altas (30°C).

A aplicacdo desses microrganismos nos diversos setores industriais esta relacionada a
exploracdo como fonte para obtencdo natural de metabolitos primarios e secundarios que
exibem, inclusive, ampla gama de atividades biol6gicas (MORETTI & SARROCCO, 2015).
Espécies de géneros como Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Penicillium, e Neurospora,
por exemplo, jA sdo amplamente utilizados na producdo industrial de acidos, enzimas,
proteinas, dentre outros produtos (KULKARNI, NENE, & JOSHI, 2017).

Em seu metabolismo os microrganismos utilizam o carbono e substancias de alto peso
molecular para formar moléculas pequenas (aminoacidos, nucleotideos, vitaminas,
carboidratos e acidos graxos) que sdo precursores de macromoléculas (proteinas, coenzimas,
acidos nucleicos, polissacarideos e lipidios) utilizadas para o crescimento microbiano
(SANCHES & DEMAIN, 2002). Seu crescimento, sobrevivéncia e morfogénese, so é
possivel devido a parede celular, que é a responsdvel pela protegdo contra condigdes

ambientais adversas e outros microrganismos (FREE, 2013).

1.2 Parede Celular Fungica
A estrutura da parede celular fangica desempenha papel multifuncional para a manutencao

desses microrganismos, tais como: participagcdo na reproducdo de fungos, protecdo contra



fatores deletérios, regulacdo da morfogénese, determinagdo das caracteristicas antigénicas e
adesivas, controle do dimorfismo e formacdo das células fungais dormentes, recepcdo de
sinais externos e transferéncia para a membrana (MAGNELLI, CIPOLLO & ROBBINS,
2005).

As paredes sdo compostas de glucanos, quitina e quitosana, mananas e/ou
galactomananas e glicoproteinas. Glucanos sdo polimeros constituidos de repetidos
monossacarideos de glicose podendo estar unidos por diferentes tipos de ligacdes quimicas. A
maior parte do glucano presente na parede celular é considerado B-1,3-glucano, mas outros
glucanos, como ligagdes B-1,6, misturado a B-1,3 ou B-1,4, a-1,3 ou a-1,4-glucano também

podem ser encontrados em paredes celulares fangicas (BOWMAN & FREE, 2006).

O principal polissacarideo da parede celular dos fungos é a quitina (poli-N-acetil-D-
glucosamina) (FESEL & ZUCCARO, 2016). Esse polissacarideo ndo ocorre em um estado
puro na natureza, esta ligado por ligacdes idGnicas ou covalentes com outros compostos, que
no caso dos fungos, é ligada aos glucanos (BOWMAN & FREE, 2006).

Nos vertebrados ndo ha presenca de quitina, mas contém N-acetilglucosamina que faz
parte dos mucopolissacarideos (glicosaminoglicanos) do tecido conjuntivo, sendo esses, por
exemplo, o &cido hialurénico, heparam sulfato, queratam sulfato e heparina, além de
glicolipideos e glicoproteinas, (FEOFILOVA, 2010).

A composicao da parede celular esta sujeita a sofrer alteracbes quanto a composicao
até mesmo em um mesmo isolado de fungos a depender das condi¢cBes de crescimento e
estagio de vida em que se encontra o fungo (BOWMAN & FREE, 2006).

Em leveduras Saccharomyces cerevisiaeas paredes celulares possuem principal
constituicdo de B-(1—3)-glucano ramificado de peso molecular elevado, e as cadeias laterais
sdo do tipop-(1—6)-glucano (MANNERS;MASSON &PATTERSON, 1973).

J& a composicdo proteica da parede celular varia de acordo com as condigdes
ambientais e o0 estagio de desenvolvimento do fungo, estando ligadas covalentemente ao
polissacarideo (DE GROOT, RAM & KLIS, 2005). Nos fungos filamentosos o
correspondente a proteinas na parede esta em torno de 20 a 30% da massa celular (BOWMAN
et al., 2006).

Deste modo, a composi¢cdo quimica da parede celular fungica fornece protecédo

confiavel para as células, particularmente se estdo em estado de dorméncia ou expostos a



fatores deletérios como radiagdes, reagentes quimicos, enzimas liticas, etc. Provavelmente a
quitina seja a principal responsével por essa prote¢do (SOKOLOV et al., 2002). No entanto, a
quitina ndo desempenha essa funcdo em todos os fungos, ja que em algumas leveduras de
ascomicitos (Hansenula polymorpha) a resisténcia as fungdes ambientais é proporcionada por
proteinas de parede celular especiais, com estas proteinas desempenhando um papel mais
importante na formacgdo da estrutura da parede do que os polissacarideos (FEOFILOVA,
2010).

1.3 Fungos do género Penicillium: aspectos gerais

O Penicilium é um género de fungos ascomicetosos composto por mais de 354
espécies que desempenham papel importante em varios processos naturais (NIELSEN et al.,
2017). E um dos fungos mais comuns que ocorrem em Varios ambientes, como solo, ar e
ambientes extremos (temperatura, salinidade, deficiéncia de agua e pH), além de estar
associado com plantas e produtos alimentares especificos. Seu grande potencial para 0 uso de
varias aplicacGes ambientais, biotecnoldgicas e industriais se da devido a sua enorme
diversidade e existéncia em ambientes extremos, podendo crescer a uma temperatura em torno
de 0°C (MORETTI & SARROCCO, 2015; YADAV et al, 2017).

O interesse pelas espécies do Penicillium estd associado a sua capacidade de producao
de metabolitos bioativos, 0 que leva ao crescimento do interesse de estudo desse género para
exploracdo biotecnoldgica, trazendo beneficios nas diversas areas (NIELSEN et al., 2017). Na
indUstria farmacéutica, sdo utilizados na producéo de antibidticos (SILVA et al, 2006), sendo
gue o mais relevante é o produtor industrial de penicilina, o Penicillium rubens (as vezes
também identificado como P. chrysogenum) (DOMINGUEZ-SANTOS et al., 2017), porém
outras espécies sdo usadas para a producdo de outros metabdlitos secundarios de interesse
farmacéuticos, como na fabricacio de estatinas (BARRIOS-GONZALEZ & MIRANDA,
2010).

Na fabricacdo de produtos alimentares sdo utilizadas enzimas produzidas por
diferentes estirpes de Penicillium para melhorar o sabor, a producéo de alcool, sabor e clareza
de vinho e cerveja (NIGAM, ASTHANA & KUMAR, 2017). Amplamente utilizado na
indUstria de laticinios devido a sua facilidade de adaptacdo aos substratos fornecidos por esta
industria. Diferentes estudos relataram grande potencial biotecnologico decorrente dos
metabolitos produzidos por diferentes espécies desses fungos e que podem ser destinados a
diferentes ramos industriais (RIZZELLO et al., 2017).



Entre os produtos de interesse obtidos desses fungos tem se observado uma crescente
relagdo entre polissacarideos obtidos dos representantes desse género atrelado a diversas
atividades bioldgicas, sendo assim pesquisas estdo sendo desenvolvidas para adequada
caracterizacdo de polissacarideos com fins farmacéuticos (SUN, et al., 2009; CHEN et al.,
2013; YAN et al., 2014).

1.3.1 Penicillium camemberti

O Penicillium camemberti (Figura 1) é um fungo filamentoso importante na inddstria
alimentar e € responsavel, em grande parte, pelas propriedades organolépticas de queijos,
como Camembert e Brie (GARCIA-RICO et al., 2017). Acredita-se que seja uma forma
domesticada de P. commune, e possui varios sinbnimos para a espécie, incluindo P. rogeri, P.
candidum, P. album e P. caseicolum. Este fungo € praticamente encontrado apenas no queijo
ou no ambiente da fabrica de queijo e raramente é encontrado longe deste ambiente (ABBAS
& DOBSON, 2011).

Figura 1. Micélios do fungo Penicillium camemberti crescido em Agar batata glicose a 28 + 2°C.

Fonte propria

A esporulacdo assexuada, que € o modo reprodutivo generalizado nos fungos
filamentosos, consiste em uma producdo macica de esporos, chamados conidios no caso de
Ascomycetes. Cada conidium tem a capacidade de produzir um micélio jovem, sob condicGes
ambientais favoraveis, e é esta propriedade que contribuiu para o uso de conidios de
P.camemberti como cultura de iniciador de queijo. Sendo assim, os conidios sdo diretamente
introduzidos no leite ou na sementeira por pulverizacdo superficial, e assim, sdo responsaveis
pela maturacdo e saborizacdo de uma variedade de queijos franceses (KRASNIEWSKI et
al.,2006).

Durante a germinagdo dos esporos e o crescimento do micélio, as atividades de lipases

e proteases estdo envolvidas na degradacédo de lipidios e proteinas no queijo, com consequente
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liberagdo de A&cidos graxos e aminoacidos. Estes aminoacidos sdo transformados em
importantes compostos de sabor e aroma, como aménia, metil-cetonas, alcoois primarios e
secundarios, ésteres, aldeidos, lactonas e compostos de enxofre que contribuem para as
qualidades organolépticas (GILLOT et al., 2016).

1.3.2 Penicillium roqueforti

O Penicillium roqueforti € um fungo filamentoso amplamente utilizado no
amadurecimento de varios tipos de queijo de veia azul, como Roquefort, Gorgonzola, Stilton,
Cabrales ou Danablu (HOUBRAKEN, FRISVAD &SAMSON, 2010; GILLOT et al., 2016).
Trata-se de um fungo esporulanteverde-azulado (Figura 2), ubiquo e saprofito que pode ser
isolado do solo, decomposicdo de matéria organica e plantas. Também esta associado a
producgdo de diversos metabdlitos secundérios, incluindo compostos bioativos como o acido
micofendlico e a andrastina (GARCIA-ESTRADA, 2016).

Figura 2. Micélios do fungo Penicillium roqueforti crescidos em Agar batata glicose a 28 + 2°C. Fonte

prépria

O P. roqueforti tem algumas caracteristicas favoraveis a fermentacéo, que incluem
bom desenvolvimento em diferentes condicdes de pH e capacidade de usar uma variedade de
compostos quimicos como substrato, incluindo pentoses e hexoses, sendo assim, €
amplamente utilizado na industria de laticinios devido a sua facilidade de adaptacdo aos
substratos fornecidos por esta industria (MIOSO et al., 2015; RIZZELLO et al., 2017).

Varios dos metabdlitos secundarios produzidos e isolados do P. roqueforti sdo toxicos,
porém ndo parecem apresentar risco mesmo quando ingerido em grandes quantidades em
queijos consumidos diariamente, isso porque algumas dessas micotoxinas sdo instaveis e sdo
transformadas em ndo toxicas no queijo. Além disso, esses metabdlitos toxicos sdo

produzidos por diferentes cepas, sendo assim, hd uma classificacdo e identificacdo das cepas
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para que as mais apropriadas sejam utilizadas para producdo de queijo, com culturas iniciais
ndo contaminadas (BOYSEN et al., 1996).

1.4 Fungos do género Aspergillus: aspectos gerais

Aspergillus € um género amplo compreendendo mais de 350 espécies conhecidas de
fungos filamentosos aerdbicos com estilo de vida e propriedades metabolicas variadas, que
colonizam uma variedade de habitats (plantas, matéria organica em decomposi¢do, solos,
adgua doce e habitats marinhos) (MORETTI & SARROCCO, 2015; BRANDL
&ANDERSEN, 2017). Produzem conidios assexuados que se tornam facilmente aéreos e séo
altamente tolerantes ao estresse, podendo produzir ascdsporos sexuais resistentes
(PAULUSSEN et al., 2017).

Séo fungos da vida cotidiana com grande impacto econémico, importante na industria,
particularmente na biotecnologia pela producdo de metabolitos como antibidticos, acidos
organicos, medicamentos ou enzimas, ou utilizados como agentes nas fermentagdes de muitos
alimentos (SAMSON et al., 2014).

O Aspergillus nidulans tem sido utilizado como modelo genético para estudos em
relacdo ao metabolismo, desenvolvimento celular e regulacdo, sendo provavelmente so mais
conhecido desse género. Porém, outros membros desse género, Aspergillus oryzae e
Aspergillus niger sdo importantes componentes para a producdo de alimentos sendo
considerado pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos da América
(EUA) como Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS), muito utilizados na inddstria
como representantes fangicos na producdo de enzimas (BRANDL & ANDERSEN, 2017).

Apesar de muitas espécies apresentarem patogenicidade para humanos causando
aspergilose em pacientes imunocomprometidos (Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus) e
plantas, estragando colheitas (A. flavus e A. niger) (PAULUSSEN et al., 2017), em escala
industrial, nas quais as condi¢Ges de produgdo sdo bem controladas e definidas, é possivel

obter um produto sem a presenca de micotoxinas (BLUMENTHAL, 2004).

A ampla variedade e o0 sucesso dos membros do género Aspergillus como organismos
dominantes em diversos habitats esta atribuida a interacdo de varios fatores, resultando em
uma ubiquidade global que contribui para sua importancia econdbmica. Seu interesse em
pesquisas tem tornado esse género, modelo em muitos estudos, particularmente, apds varias

especies de Aspergillus terem seu genoma sequenciado, possibilitando caracterizar aspectos
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metabdlicos do estresse, por exemplo, representando um ganho para a pesquisa e aplicacdo de
varias tecnologias (BRANDL & ANDERSEN, 2017; PAULUSSEN et al., 2017).

1.4.1 Aspergillus niger

Pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, género Aspergillus, subgénero
Circumdati, seccdo Nigri (SAMSON et al., 2014), trata-se de um dos fungos mais comuns do
género podendo crescer em diferentes localidades associados a altos niveis de umidade e
baixa intensidade de luz (GOFFREDO et al., 2017) bem como suportando locais secos e
quentes sendo que a temperatura 6tima de crescimento esta entre 35-37°C, porém consegue se
multiplicar em temperaturas entre os 6°C e os 47°C. O pH 6timo de crescimento é 6, mas
podem crescer entre valores de pH variando entre 1.5 e 9.8 (KRIJGSHELD et al., 2013),

mostrando grande capacidade de adaptacdo desse fungo.

Possui conidios relativamente grandes de coloracdo negra, popularmente conhecido
como “mofo negro” (SANTOS, 2010) (Figura 3). Devido ao seu estilo de vida saprofitico, o
A. niger é responsavel pelo crescimento indesejado em alimentos, o que lhe proporciona uma
interessante oportunidade biotecnolodgica, possibilitando a producdo de grande variedade de
enzimas degradantes na biomassa, devido a biotransformacdo de compostos (BRANDL &
ANDERSEN, 2017), mas também permite a producdo de uma diversidade de outros produtos
de diferentes utilizagBes industriais e biomédicas significantes, como &cidos organicos de
grande interesse econdmico (PRAKASH & JHA, 2014).
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Figura 3. Micélios do fungo Aspergillus niger crescidos em Agar batata glicose a 28 + 2°C. Fonte

prépria

Entre as enzimas mais proeminentes produzidas pelo A. niger estdo a glicose oxidase,
comumente utilizada para a quantificacdo de agUcar no sangue e a amilase que é amplamente
utilizada na industria de alimentos para o processamento de amido (BRANDL &
ANDERSEN, 2017). As celulases tém um potencial de conversdo biotecnoldgico Unico,
sendo utilizadas em diferentes industrias, como agricultura, cervejarias e vinhos, bioetanol,
téxtil, processamento de alimentos, papel e celulose, extracdo de azeite e também utilizadas
em ciéncias farmacéuticas e médicas (SHARADA et al., 2014). Em estudo realizado por
Ahmad & Khare (2017) a enzima celulase de A. niger foi imobilizada em nanotubos de

carbono, o que proporciona a reutilizacdo e melhor estabilidade enzimatica.

Além de enzimas, o A. niger também é famoso por acumular acidos organicos (malico,
oxalico, gluconico e fumarico), porém com maior rendimento para o acido citrico. Alguns
estudos sdo realizados com intuito de aumentar o rendimento de producdo de é&cidos
organicos, através de modificacdo do genoma feita em sistemas bioldgicos, como método
classico de mutagdo por radiacdo ultravioleta (ADEOYE et al., 2015). Segundo investigacao
de lyyappan et al. (2018) foi utilizado o glicerol bruto derivado do processo de
transesterificagdo para produzir o acido maélico utilizando Aspergillus niger MTCC281
mutante. Em outro estudo, através de engenharia genética, Kuivanen et al. (2015)
conseguiram que o A. niger fosse capaz de converter o0 &cido D-galacturdnico em acido L-

ascorbico (vitamina C), com uma producéo de 170 mg/L, utilizando a estirpe modificada.

Nos processos industriais, sdo varias as vantagens do uso desta espécie; sua facil
manipulagdo, capacidade de fermentacdo de vérias matérias-primas de baixo custo e a

producdo de elevadas quantidades de produto (SANTOS, 2010). Além disso, como j& citado
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anteriormente, essa espécie é considerada GRAS e sua producdo de &cido citrico
industrialmente é considerada segura pelo FDA desde 1994 (BLUMENTHAL, 2004).

2 Polissacarideos: classificacdo e propriedades

Polissacarideos sdo macromoléculas sintetizadas em diferentes estagios do ciclo de
vida de todos os organismos vivos com diferentes finalidades (MAHAPATRA &
BANERJEE, 2013). Geralmente sdo compostos de mais de dez unidades monoméricas
(glicose, manose, galactose, xilose, arabinose etc) unidas através de ligagGes glicosidicas
podendo ter distintas configuracdes anoméricas (oo € B), pesos moleculares (nimero de
monossacarideo por molécula), conformac6es (linear, ramificada, helicoidal), posicdes das
ligacOes, entre outras (ZHANG et al., 2018; WANG, LIU & QIN, 2017; GUO et al., 2013; LI
& WANG, 2016; CHEN et al., 2013). Todas essas caracteristicas juntas conferem aos
polissacarideos uma grande diversidade de estrutura, propriedades e fungdes, sendo necessaria
a caracterizacdo quimica para direcionar a aplicacdo bem como os estudos de bioatividades
(DING, HOU & HOU, 2012).

Entre as diversas fontes de obtencdo de polissacarideos (plantas fotossintéticas,
fungos, algas, bactérias e assim por diante), a microbioldgica é conhecida por sua capacidade
de sintetize desses polimeros de diferentes complexidades estruturais (MAHAPATRA
&BANERJEE, 2013). Polissacarideos produzidos por microrganismos podem ser
classificados em trés grupos, que variam de acordo com sua localizagdo na célula:
polissacarideos citosdlicos, sdo responsaveis por fornecerem carbono como fonte de energia
para a célula, os exopolissacarideos (EPS), polissacarideos que sdo excretados para 0 meio
extracelular como cépsulas ou biofilme e os polissacarideos que formam a parede da célula,

incluindo peptidoglicanos e lipopolissacarideos (DONOT et al., 2012).

O crescente interesse na utilizacdo de polissacarideos bioativos em diversas terapias
humanas esta relacionado a seguranca e baixa toxicidade que geralmente apresentam (YU et
al.,, 2017). Sendo assim, cada vez mais estudos comprovam as atividades bioldgicas
complexas de polissacarideos com pesquisas avangando com foco em estrutura-atividade e
mecanismos de acdo desses polissacarideos (SHI, 2016). Assim, polissacarideos de fontes
microbiologicas estdo sendo utilizados como substratos para desenvolvimento de novas
drogas e com enormes perspectivas de desenvolvimento (WANG et al., 2013), demonstrando

uma ampla variedade de atividades farmacol6gicas, como antitumoral, imunomoduladora,
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antioxidante hipoglicémica, efeitos anti-inflamatdrios entre outros (YU et al., 2017; CHEN et
al, 2016).

Em estudo realizado por Nie et al. (2013), foram observadas as atividades
imunomoduladora, antitumoral e antioxidante relacionadas aos polissacarideos isolados de
Cordyceps sinensis. Fan et al. (2012), estudaram trés polissacarideos (GLP-H, GLP-V e GLP-
F) isolados de Ganoderma lucidum, que mostraram forte atividade de eliminacdo de radicais

livres, exibindo suas atividades antioxidantes “in vitro”.

3 Caracterizacdo quimica de polissacarideos

A atividade biolégica dos polissacarideos estd diretamente relacionada as suas
caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas (DING, HOU & HOU, 2012),
incluindo solubilidade em agua, peso molecular, composicdo monomérica, tipos de ligacdes
glicosidicas da cadeia principal e das ramificacbes, etc. Sua atividade também pode
relacionar-se a associacdo com outras macromoléculas, como por exemplo proteinas, (CHEN
et al., 2016). Sendo assim, a caracterizacdo quimica do polissacarideo se faz necessaria para

continuidade dos diversos estudos.

Como os componentes da parede celular sdo todos reticulados entre si e as proteinas
sdo fortemente glicosiladas, é dificil estudar a organizacdo e os componentes da parede
celular dos fungos, sendo que, uma camada de parede celular externa é rica em carboidratos e
uma camada interna rica em proteinas. Para que haja liberacdo das proteinas de algumas
paredes celulares fungicas deve ser feito a extracdo por meio de tratamentos com HF-piridina
ou alcali, e esses tratamentos sdo utilizados para liberar e estudar polissacarideos e proteinas
da parede celular (FREE, 2013).

Para a analise, varios sdo os métodos empregados. A quantidade total de aglcares é
frequentemente determinada por teste colorimétrico como fenol-acido sulfarico (DUBOIS et
al., 1956), antracenona-acido sulfurico (XU et al., 2015) e carbazol- &cido sulfarico (CHEN et
al., 2016). As proteinas sdo usualmente quantificadas por método descrito por Bradford
(1976). Para purificagdo, métodos cromatograficos tém sido amplamente aplicados a analise
composicional (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-CLAE) e estrutural de
polissacarideos quando combinados com outras técnicas analiticas estruturais, incluindo FT-

IR (Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier), RMN (Ressonancia
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Magnética Nuclear), CG-MS (Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas), e
assim por diante (CHEN et al., 2016; ZHANG et al., 2015; RUTHES et al., 2013).

A cromatografia € um dos métodos de purificagdo e analise mais efetivo, permitindo
separar 0s polissacarideos individuais do extrato com alta sensibilidade, seletividade e
resolucdo de separacdo. Dentre os métodos cromatograficos mais utilizados para purificar
polissacarideos estdo a cromatografia de permeacdo em gel e a cromatografia de troca i6nica
(CHEN et al., 2016). A cromatografia de permeacdo de gel é atualmente o método mais
utilizado para purificacdo de polissacarideos devido ao seu bom efeito de purificacdo e
operacdo simples. Sendo assim, é possivel pela cromatografia em coluna em gel filtracdo
separar polissacarideos de acordo com o tamanho e a forma das moléculas. Os géis
comumente utilizados sdo dos tipos de Sephadex, Sepharose, Sephacryl, Superdex e etc.
Como eluente sdo utilizadas concentracdes de solucbes de sal e tampdes (SHI, 2016;
ORLANDELLI et al., 2016).

Ja a cromatografia de troca ibnica possui a capacidade de separar polissacarideos
acidos e neutros a partir das diferencas de carga. As moléculas se ligam covalentemente em
sitios de carga oposta na fase estacionaria insollvel, sendo posteriormente eluidas
gradativamente sob diferentes condi¢cBes. Desta forma, os polissacarideos podem ser
separados e quantificados (CHEN et al., 2016). Além dessas, outras técnicas podem ser
utilizadas para purificacdo de polissacarideos, como ultracentrifugacdo, ultrafiltracdo (XU et
al., 2016).

Sendo assim, a primeira etapa para a caracterizacdo de um polissacarideo é a
determinacdo de sua pureza, que é refletida por sua composicéo quimica, inclui-se o contetido
de acucar total, acucares redutores, proteinas, etc. A segunda etapa é a determinacdo da
composicdo monossacaridica que informara os diferentes tipos, assim como o percentual
relativo de cada um na macromolécula. Para essa determinacdo de composicao
monossacaridica emprega-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(VALASQUES JUNIOR et al., 2017; CORRADI DA SILVA et al., 2005).

Zhang et al. (2018) demonstraram em seu trabalho que o polissacarideo (TJ2), extraido
e purificado da Agaricus brasiliensis, foi caracterizado e sua estrutura apresentou a

composicdo de glicose, manose e galactose. Em estudo sobre o exopolissacarideo (Os2-1)
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obtido a partir de Oidiodendron truncatum GW foi determinada que sua estrutura é composta
principalmente de glicose e pequenas quantidades de glucosamina (GUO et al., 2013).

J& para a analise do tamanho do anel, bem como a posicdo da ligacdo glicosidica nas
unidades formadoras do polissacarideo sdo realizadas as analises de metilacdo (CIUCANU &
KEREK, 1984). De modo resumido, realiza-se a metilagdo completa de um polissacarideo,
hidrélise a uma mistura de monossacarideos parcialmente metilados, reducéo destes a alditois,
acetilacdo dos alditdis e identificacdo dos acetatos de alditois parcialmente metilados, por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). Os tipos de ligacdes sdo
deduzidos a partir da natureza dos acetatos de alditois parcialmente metilados (PAZUR,
1994).

As configuracOes das ligagdes glicosidicas (o e ) podem ser estabelecidos ensaios
enzimaticos, oxidacOes seletivas ou por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN). A RMN ¢é a ferramenta fisico-quimica mais poderosa e ndo destrutiva para
determinar a estrutura polissacaridica (CUI, 2005). O principio da espectroscopia de RMN ¢é
baseado nas propriedades magnéticas de alguns nucleos. Dependendo do nimero atémico e
nimero de massa ha um momento angular associado ao nimero do spin. Alguns nucleos
possuem estados de spin +1/2 e -1/2 e essa propriedade permite que eles sejam estudados por
RMN (BRUICE, 2006). Para os carboidratos os ndcleos Gteis séo 'H e *C. Geralmente os
espectros de RMN contém todas as informacgdes estruturais sobre oligo e polissacarideos.
(SYNYTSYA & NOVAK, 2013).

Em estudo realizado para caracterizacdo de polissacarideo de Oidiodendron trancatum
GW, apos analises quimicas e espectroscopicas, incluindo RMN, a cadeia principal do
polissacarideo foi caracterizada como formada por ligagdes (1—6)-a—D-glucopiranose com

pequena quantidade de ramifica¢des do tipo (1—2)- a-D-glucopiranose (GUO et al., 2013).

O método de analise estrutural pela Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT-
IV) também se faz necessario ja que € possivel, por essa técnica observar 0S espectros
vibratdrios que mostram aplica¢Ges importantes para a identificacéo e analise de agucares. Os
carboidratos apresentam alta absorbancia em regides especificas, chamadas de regido de
impresséo digital; sendo assim, nessa posicéo e a depender da intensidade das bandas que séo

especificas para todo polissacarideo, permite-se a identificacdo deste (CERNA et al., 2003).
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A banda forte em torno de 3400-3200 cm™ é atribuida ao estiramento de O-H,
principal grupo funcional dos polissacarideos (ZHANG et al., 2018). O pico de absorcéo entre
2930-2970 cm™ correspondente & vibracdo de C, incluindo CH, CH, e CH3 (ZHANG et al.,
2015). As bandas de estiramento na faixa de 950-1200 cm™ de absorcdo caracteristica dos
polissacarideos (AHMAD, 2010). Além disso, a banda de absorcdo em torno de 1040-1010
cm™ correspondente ao estiramento de C-O-C ou C-O-H (YAN et al., 2014; VALASQUES
JUNIOR et al, 2017) que também pode explicar a existéncia de conformacio de anel de
polissacarideos (LI & WANG, 2016).

4. Atividade antioxidante

A oxidacdo € vital para muitos organismos, garantindo a producdo de energia para
alimentar processos bioldgicos, regulando o crescimento celular e inibindo virus e bactérias
(CHEN et al., 2016). Porém, a producdo descontrolada de radicais livres esta4 associada ao
aparecimento de muitas patologias como céncer, aterosclerose e processos degenerativos com
envelhecimento (DING et al., 2010).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) séo principalmente anies superoxido, perdxido
de hidrogénio e radicais de hidroxila, que sdo originados quando as células produzem energia
reduzindo oxigénio molecular em agua (WEYDERT & CULLEN, 2010). Para muitos
processos bioquimicos sdo essenciais que haja niveis baixos de ERO, a exemplo de
mensagens intracelulares em diferenciacdo celular, apoptose e progressdo celular, contudo
niveis elevados de ERO podem resultar em estresse oxidativo, pelo ataque de tecidos e quebra
da homeostase redox (YU et al, 2017).

As atividades protetoras antioxidantes podem ser exercidas em diferentes estagios do
processo de oxidacdo e por mecanismos diferentes. Dois sdo 0s principais tipos de
antioxidantes, os “primarios” (captadores de radicais livres) e os ‘“secundarios” ou
“preventivos” (desativando metais, a inibindo a lipoperoxidacdo de A&cidos graxos e
regenerando os antioxidantes "primarios", extinguindo o oxigénio singlete) (KOLEVA et al.,
2002).

No intuito de diminuir prejuizos ao corpo humano, antioxidantes sdo adicionados em
alimentos processados no intuito de atenuar indiretamente o dano oxidativo de um tecido
aumentando as defesas naturais das células e eliminando as espécies de radicais livres (SUN

et al., 2009). Porém, a maioria dos antioxidantes sintéticos que sao utilizados sdo suspeitos de
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causar hepatotoxicidade e carcinogénese (QI et al., 2005). Estudos demonstram que extratos
de fungos sdo fonte altamente promissora, ja que possuem certas atividades bioldgicas
importantes, como um potencial antioxidante em varios estagios do desenvolvimento dos
fungos (SMITH, DOYLE & MURPHY, 2015).

Nos Gltimos anos maior atencdo tem sido dada aos polissacarideos, devido, dentre
outras, a sua atividade antioxidante e pesquisas para producdo de farmacos. Alguns estudos
demonstraram que os polissacarideos podem inibir a peroxidacéo lipidica, e assim melhorar a
capacidade de eliminar radicais livres, atividade antienvelhecimento, inibicdo de doenca

cerebrovascular e de doengas cardiovasculares (WANG, Zhi-Jun et al., 2017).

Ding et al. (2012) demonstraram em seu estudo que um polissacarideo isolado de
Tricholoma matsutake mostrou forte atividade antioxidante, atenuando significativamente o
dano celular causado pelo peroxido de hidrogénio, em ensaios “in vitro”. Em outro estudo
com polissacarideo extracelular obtido de Aspergillus terreus também foi observada
satisfatoria atividade antioxidante, especialmente na habilidade de eliminacdo de radicais
DPPH (1,1-difenil-2-picrilididazol) (WANG et al, 2013). Em trabalho realizado por Sun et al.
(2009) utilizando trés polissacarideos obtidos do fungo marinho Penicillium sp F23-2,
também foi observado que os trés possuiam boas propriedades antioxidantes, especialmente

habilidades de eliminar radicais de superoxido e radicais de hidroxila.

Polissacarideos obtidos de Hohenbuehelia serotina exibiram em testes antioxidantes
“in vitro” capacidade de eliminacdo significativa de radicais livres ABTS e radicais
hidroxilicos, no entanto mais estudos sdo necessarios para entender a relacao entre estrutura e
atividades antioxidantes (LI & WANG, 2016). Dois polissacarideos do estroma de Cordyceps
kyushuensis mostraram propriedades antioxidantes de forma dose-dependente, especialmente
habilidades de eliminagdo de radicais hidroxila, bem como capacidade clara e forte sobre o
efeito protetor ao dano do DNA. Entretanto, sdo necessarias investigagdes “in vivo”
adicionais sobre a atividade antioxidante e o imunomecanismo desses polissacarideos
(ZHANG et al., 2015).

A atividade antioxidante de polissacarideo de Paecilomyces hepiali HN1 também
demonstrou efeito protetor significativo contra o estresse oxidativo induzido por D-galactose
em camundongos, assegurado por atividades superiores de superoxido dismutase, catalase, e
glutationa peroxidase, sugerindo que este polissacarideo poderia ser explorado como

promissor antioxidante natural (WU et al., 2016).
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CAPITULO 11

Extracdo, caracterizacdo e atividade antioxidante do polissacarideo de Penicillium
camembertii ATCC 4845
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Extracdo, caracterizacao e atividade antioxidante do polissacarideo de Penicillium
camembertii ATCC 4845
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RESUMO

Este estudo investigou a influéncia das variaveis temperatura, pH e tempo de extragdo sobre o
rendimento do polissacarideo obtido de Penicillium camembertii ATCC 4845, a
caracterizacdo quimica do polissacarideo e 0 potencial antioxidante “in vitro”. O
delineamento estatistico Box-Behnken foi aplicado para determinar o melhor rendimento
obtido apds as condic¢des 6timas de extracdo que tendem a 180 minutos, temperatura de 90°C
e pH 13. A purificacdo foi realizada utilizando cromatografia de exclusdo molecular em
coluna de Sephadex-G100, onde foram observados dois picos (PCAM1 e PCAM2), que
indicam que o polissacarideo obtido apresenta-se em dois tamanhos moleculares diferentes,
exibindo valores de grau de polimerizagdo (DPn) e tamanho molecular (MWn) equivalentes a
107 e 17,47KDa para PCAML1 e de 42 e 6,87KDa para PCAM2, respectivamente. No método
de espectroscopia infravermelho (FT-IR) o perfil dos sinais obtidos foi caracteristico de
polissacarideos. Pela hidrolise seguida da aplicacdo da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) foi identificada a composi¢do monossacaridica sendo sugestiva de maiores
proporcdes de galactose e glicose. A atividade antioxidante do polissacarideo foi realizada
pelos testes de avaliacdo de sequestro de radicais livres de DPPH e ABTS, apresentando
resultados ECsg equivalente a 5,166 e 1,609 mg/mL, respectivamente. Os resultados apontam
que o polissacarideo produzido pelo fungo filamentoso P. camembertii ATCC 4845 possuli
potencial atividade antioxidante.

Palavras-chave: metodologia de superficie de resposta. radicais livres. DPPH. ABTS.
1 Introducéo

Os fungos sdo microrganismos adaptados a quase todos os ambientes da natureza

(Stbiger et al, 2016). Eles foram usados ha milhares de anos em muitas sociedades por causa
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de seus reconhecidos atributos nutricionais e, mais recentemente, foram vistos como uma
fonte valiosa para producdo de farmacos (Smith, Doyle & Richard Murphy, 2015; Evidente et
al., 2014). Como produto de seu metabolismo primario e secundario, esses microrganismos
produzem micro e macromoléculas (aminoacidos, nucleotideos, vitaminas, carboidratos e
acidos graxos, proteinas, enzimas, acidos nucleicos, polissacarideos e lipidios) que sdo
utilizadas tanto para o crescimento microbiano quanto exploradas comercialmente pelas

industrias dos diversos ramos (Moretti & Sarrocco, 2015; Sanches & Demain, 2002).

Sendo assim, como biopolimero derivado de interesse, 0s polissacarideos podem
apresentar varias atividades aplicadas na clinica (Xu et al., 2017): anti-inflamatoria (Cheng et
al.,, 2016; Du et al.,, 2015), imunomoduladora (Fukuda et al., 2009; Yu et al., 2017),
antitumoral (Hussain, Rather & Suradkar, 2017), antinociceptiva (Valasques et al., 2014) e
capacidade antioxidante (Wang et al., 2017; Tian et al., 2016) com habilidades de eliminacao
de radicais livres. Podendo portanto ser utilizados no desenvolvimento de medicamentos

seguros e eficazes (Zhang, Lu, Fu, Wang e Zhang , 2011).

Penicillium camemberti, relevante na industria alimentar, € um fungo filamentoso com
grande importancia organoléptica na fabricacdo de queijos famosos como Camembert e Brie.
Suas propriedades biologicas sdo importantes para o processo de maturacao desses queijos
(Garcia-Rico et al, 2017). O revestimento branco destes queijos é composto principalmente de
micélio do fungo P.camemberti, e sua rapida colonizacdo na superficie é o que reduz o
desenvolvimento e deterioracdo por outros microrganismos, garantindo assim uma boa

progressdo da maturacao do queijo (Leclercq-Perlat et al, 2013).

O presente estudo teve por finalidade a otimizacdo da obtencdo, caracterizacdo e
avaliacdo da atividade antioxidante de um polissacarideo da parede celular do fungo P.
camembertii ATCC 4845. Para a caracterizacdo estrutural foram utilizados métodos
espectroscopicos, incluindo espectroscopia no infravermelho (FT-IR) e ressonancia magnética
nuclear (RMN), além do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
propriedade antioxidante do polissacarideo foi avaliada "in vitro™ por ensaios de sequestro de
radicais livres 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH) e 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS).
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2 Materiais e Métodos

2.1 Microrganismo

O fungo P. camembertii ATCC 4845 foi obtido da Colecdo de Microrganismos de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). O microrganismo foi
mantido incubado em Agar Batata Dextrose (BDA) a temperatura de 4°C até o inicio dos

experimentos.

2.2 Condicdes de cultura de P. camembertii ATCC 4845

O P. camembertii ATCC 4845 foi incubado em meio de cultura BDA durante 5 dias a
temperatura de 30°C (BOD SL200/90 Incubadora- SOLAB), para ativagcdo do microrganismo.
Foi realizada in6culacdo em meio liquido utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
125 mL de (g/L): D-glicose, 10; extrato de levedura, 3; extrato de malte, 3; peptona, 5, pH
5,0, de acordo com a metodologia descrita por Manera et al. (2011) com algumas
modificagOes. Os frascos foram inoculados com trés discos de 2 cm de didmetro contendo o
microrganismo. A fermentacéo foi realizada a 150 rpm por 120 horas e 30°C em um agitador
rotativo (Incubadora shaker SL 222, SOLAB). Apo6s a fermentacdo, o0 meio de cultura liquido,
no qual foi cultivado P. camembertii ATCC 4845, foi filtrado a vacuo (bomba de filtro de
vacuo TE-0582, TECNAL), e os polissacarideos foram extraidos da biomassa do

microrganismo. (Dong et al., 2009).

2.3 Extracgdo de polissacarideo de P. camembertii ATCC 4845

O polissacarideo foi obtido da biomassa seca (0,5g), pela extracdo com 50 mL de
solucdo de hidroxido de sodio a diferentes valores de pH (11, 12 e 13), temperaturas (70, 80 e
90°C) e tempos de extracdo (60, 120 e 180min). A suspensao foi centrifugada (Modelo 206
BL-EXCELSA) a 8.000 g durante 15 min. Ao sobrenadante foram adicionados etanol
absoluto (trés vezes o volume inicial), agitado vigorosamente e mantido por 12 horas a 4°C. A
suspensdo hidroalcodlica obtida contendo os polissacarideos foi centrifugada a 8.000 g
durante 20 min. O precipitado contém o polissacarideo e o sobrenadante foi descartado. O
polissacarideo bruto foi seco a 50°C até peso constante. O teor de polissacarideo foi
determinado pelo método fenol-acido sulfarico (Dubois, et. 1956). O rendimento do produto

foi medido ao % (p/p) de polissacarideos por unidade de massa de biomassa.

2.4 Planejamento experimental
A influéncia da temperatura (°C), pH e tempo de extracdo (minutos) na extracdo de

polissacarideos foi estudada aplicando o planejamento experimental Box-Behnken (Box &
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Behnken, 1960), como variaveis independentes. Foram realizadas trés repeticdes do ponto
central (C) para estimar o erro puro, e 0s tratamentos experimentais foram variados
aleatoriamente para detectar a presenca de possiveis erros sistematicos, totalizando quinze
ensaios experimentais. A temperatura foi estudada variando de 70 a 90°C, o tempo de 60 a
180 minutos e o pH foi estudado variando de 11 a 13. Todas as varidveis foram estudadas em
3 niveis. O tratamento estatistico foi realizado com auxilio do software Statistica® versao
10.0, incluindo a andlise de variancia (ANOVA). Como resultado, foi observado o rendimento
em massa (gramas) de extracdo de polissacarideo, para cada 0,59 de biomassa bruta, em cada

um dos quinze ensaios.

2.5 Determinacédo da proteina total na amostra
A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976)

utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

2.6 Purificacéo do polissacarideo

A amostra de polissacarideo (15 mg/mL) foi aplicada em coluna Sephadex G-100
(Sigma, EUA) (30%1,0 cm), que foi previamente condicionada em tampé&o fosfato citrato de
sodio (0,05 mol L, pH 7,0), o qual também foi usado como fase mével. As fragdes (1,5 mL)
foram recolhidas e os polissacarideos totais dosados pelo método de fenol-acido sulfirico
(Dubois et al, 1956).

2.7 Caracterizacdo quimica do polissacarideo

2.7.1 Anélise de espectroscopia no infravermelho e Ressonancia Magnética
Nuclear
Os polissacarideos foram caracterizados utilizando espectrémetro de Infravermelho

(IR) com transformadas de Fourier (modelo Varian Inova 500). O polimero seco foi moido e
pressionado em pellets para medicéo espectral FT-IR na faixa de freqiiéncia de 4000-500cm™,
com 20 varreduras. Na andlise espectroscopica de RMN, o espectro foi registrado a 300K em
um espectrometro Varian Inova 500, operando a 11,7 T, observando *C em 125 MHz e
usando sonda direta. As amostras foram dissolvidas em D,0O e transferidas para o tubo de
RMN. O TMS foi utilizado como referéncia de mudanca quimica (6 0,0). D,O (99,9%) foi
adquirido por Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (EUA).

2.7.2 O peso molecular médio (MWNn) e grau de polimerizagéo (DPn)

O Peso Molecular (MWn) e Grau de Polimeriza¢do (DPn) dos polissacarideos foram

determinados pela medida do valor do agucar redutor utilizando o método do acido 3,5-
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dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959) e do agUcar total pelo método do fenol-acido sulfirico
(Dubois et al, 1956), e aplicando a férmula descrita por Vettori, Franchetti & Contiero (2012):
DPn = [(carboidratos totais em pg de D-glicose) / (valor de reducdo em pg de maltose)] x 1.9;
MWhn = [(DPn) x 162] + 18.

2.7.2 Composi¢do monomérica do polissacarideo

O polissacarideo de P. camembertii ATCC 4845(20 mg) foi hidrolisado com &cido
trifluoroacético 2M (TFA) a 90° C durante 8h, seguido de evaporacédo (Ruthes et al., 2013). O
solido hidrolisado obtido foi solubilizado em &gua ultrapura, a solucéo foi filtrada e analisada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando a coluna Amines® HPX-87H
(300 mm x 7,8 mm i.d.) (9 um) (BIO-RAD, Califérnia, EUA) e deteccdo de indice de
refracdo; o volume de injecdo foi de 20 pL. A fase mdvel foi uma solugdo aquosa de H,SO4
0,01N de forma isocratica a uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min e a temperatura da coluna foi
mantida a 25°C. Para a identificacdo do pico, foram utilizados padrdes de acucares: glicose,
rhamnose, galactose, manose, arabinose e Xxilose (Sigma, EUA), todos com tratamento de
hidrolise idéntico ao recebido pelo polissacarideo. A determinacdo da composicdo de

monossacarideos foi feita em dois experimentos independentes com resultados consistentes.

2.8 Avaliacdo da atividade antioxidante

As atividades antioxidantes das amostras de polissacarideos de P. camembertii ATCC
4845 foram avaliadas utilizando os métodos de sequestro de radical livre DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidrazilo) e do radical ABTS® (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico),

descrito por Rufino et al., (2007), com algumas modificacdes.

No ensaio DPPH, 100uL da amostra (0,8, 1,6, 2,4, 3,2, 4,0, 4,8, 5,6 € 6,4 mg/mL) foi
adicionada em 3,9 mL de uma solucdo metandlica de DPPH (0,06 mM). Ap6s 20 min a 25°C,
a absorbancia foi medida a 517 nm. No ensaio ABTS", primeiro foi preparado o radical ABTS
por reacdo da concentracdo de sal ABTS (7 mM) com persulfato de potéssio (2,45 mM) e
deixando a mistura ao abrigo de luz a temperatura ambiente durante 16 h antes da utilizag&o.
A solugdo ABTS® em estoque foi diluida com etanol (absorbancia de 0,7 +0,005 nm) e
incubada com 30uL (0,8, 1,6, 2,4, 3,2, 4,0, 4,8, 5,6 e 6,4 mg/mL) da amostra e 3,0mL
dasolucéo etanolica de ABTS. A absorbancia foi medida a 734 nm ap6s 6 minutos de
incubacdo. Em ambos os experimentos, os valores foram expressos como a concentracdo de
amostra necessaria para reduzir 50% dos radicais livres (ECso). Nos dois ensaios (DPPH e

ABTS"), a atividade antioxidante foi medida usando Trolox como controle positivo.
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2.7 Anélise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo (SD) ou ECsy com
base nos experimentos independentes. Diferencas significativas (p <0,05) foram detectadas
por ANOVA e com pos-teste de Tukey usando GraphPad 4.00.

3 Resultados e Discussao

3.1. Extracao de polissacarideos

O delineamento experimental Box-Behnken com trés variaveis e 15 experimentos,
incluindo trés repeti¢cbes no ponto central, foi usado para montar uma superficie de resposta.
A triplicata do ponto central foi utilizada para estimar o erro puro experimental. A variagdo da
massa de polissacarideo do P. camembertii ATCC 4845 obtida, a partir de 0,59 de biomassa
bruta, sob diferentes condi¢Ges de extracdo (pH, temperatura e tempo de extracdo) esta

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Planejamento Box-Behnken com valores de rendimento dos polissacarideos(g).

Experimento pH Temperatura (°C) Tempo (min) Massa (9)
1 11 (-1) 90 (+1) 120(0) 0,012
2 12 (0) 90 (+1) 180(+1) 0,025
3 12 (0) 90 (+1) 60(-1) 0,008
4 13 (+1) 90 (+1) 120(0) 0,077
5 11 (-1) 80 (0) 180(+1) 0,002
6 11 (-1) 80 (0) 60(-1) 0,006

7C 12 (0) 80 (0) 120(0) 0,017
8C 12 (0) 80 (0) 120(0) 0,016
9C 12 (0) 80 (0) 120(0) 0,018
10 13 (+1) 80 (0) 180(+1) 0,055
11 13 (+1) 80 (0) 60(-1) 0,017
12 11 (-1) 70 (-1) 120(0) 0,002
13 12 (0) 70 (-1) 180(+1) 0,006
14 12 (0) 70 (-1) 60(-1) 0,006
15 13 (+1) 70 (-1) 120(0) 0,043

(C): ponto central; Os valores codificados sdo apresentados em parénteses conforme
descrito no modelo Box-Behnken.

A analise de variancia (ANOVA), descrita na tabela 2, é uma ferramenta que permite
avaliar o ajuste do modelo, e o quanto ele consegue explicar o comportamento das respostas

em funcdo das mudancas de niveis das variaveis.
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Tabela 2. Anélise de variancias no modelo de regressdo para otimizacdo de polissacarideos
obtidos do P. camembertii ATCC 4845

Fon_te 9‘3 SQ GI MQ I:calculado I:tabelado R2
variacao
Regressio 0.006179 9 0,000687 10,57 4,77
Residuo 0,000325 5 6,49E-05

Falta de 0,000323 3 0,000108 107,58 19,16 (95

ajuste ’

Puro erro 0,000002 2 0,000001

SQ total 0,003260 14

SQ: Soma quadratica; gl: Graus de liberdade; MQ: Média quadréatica

A partir da analise da ANOVA, pode-se inferir que o modelo estad bem ajustado, pois a
regresséo foi significativa, Fcalculado (10,57) > Ftabelado (4,77), com intervalo de confianca
de 95%. O R? obtido foi equivalente a 0,95, o que significa que 95% dos resultados

encontrados podem ser explicados pelo modelo experimental aplicado.

A partir dos resultados da Tabela 1, foram construidos graficos tridimensionais,
relacionando as varidveis em questdo (Figura 1). As condi¢Bes ideais para a extracdo de
polissacarideos podem ser obtidas a partir das tendéncias do modelo que vdo em direcdo a 13,

90°C e 180min para pH, temperatura e tempo, respectivamente.
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Figura 1. Gréaficos de superficie de resposta para otimizacdo da extracdo de polissacarideos

de P. camembertii ATCC 4845. (A): Temperatura e pH. (B): Tempo e Temperatura. (C):
Tempo e pH.

A equacao que descreve o comportamento da resposta do polissacarideo extraido de P.
camembertii ATCC 4845 em funcéo das variaveis esta descrita na Equacéo 1.

Massa do Polissacarideo (g) = 2,608 - 0,0134(T) - 0,3507(pH) + 0,0126(pH)? -

0,0019(Tempo) + 0,0006 (pH)(T) + 0,0002(pH)(Tempo) (Equagéo 1)

(T): Temperatura (°C)

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma técnica matematica e estatistica
utilizada para auxiliar no planejamento de experimentos, construir modelos, investigar a
melhor condicédo de fatores para obter as respostas desejadas e avaliar os efeitos desses fatores

(Box & Behnken, 1960). O delineamento de Box-Behnken aplicado neste estudo descreveu o
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comportamento bem ajustado das varidveis aplicadas na extracdo de polissacarideos de P.
camembertti ATCC 4845.

Os valores da ANOVA apontam para um tratamento estatistico representativo e assim
os resultados obtidos sdo confidveis e as condigbes otimizadas podem ser usadas para
extracdo de polissacarideos de P. camembertii.

As diferentes varidveis pH, temperatura e tempo de extragdo foram aplicados por
outros autores na extracdo de polissacarideos de fungos (Li, et al, 2012; Valasques et al.,
2017). Estas variaveis foram utilizadas com base nos procedimentos utilizados na extra¢éo de
polissacarideo em geral. O rendimento maximo, utilizando as condi¢bes Otimas, foi
equivalente a 14,6%. Este rendimento foi superior ao obtido por Li, et al, 2012 usando o

fungo Fusarium oxysporum Dzf17, que obtiveram 10.86%.

3.2 Determinacédo da concentracdo de proteinas
A andlise pelo método de Bradford (1976) para teor de proteina total mostrou que a
amostra do polissacarideo consistiu em 0,52% de proteina, indicando assim que é composta

majoritariamente por polissacarideo.

As proteinas podem estar ligadas aos polissacarideos em diferentes locais e em
diferentes tipos de ligacGes. Também pode desempenhar papel importante na modificacdo das
propriedades de polissacarideos, como propriedade térmica, fisicoquimica e sua bioatividade
(Wang et al., 2017). No entanto, uma vez que a quantidade de proteina na amostra foi muito
pequena, infere-se que esta proteina ndo deve influenciar significativamente a atividade

antioxidante do polissacarideo estudado.

3.3 Purificacéo do polissacarideo

A cromatografia de exclusdo molecular em coluna Sephadex G-100 foi utilizada no
processo de purificacdo e os resultados apontam a presenca de dois picos simétricos (Figura
2). Sendo assim, a amostra é composta por um unico tipo de polissacarideo com tamanhos
diferentes, os quais, foram denominados PCAM1 e PCAM?2, e apresentaram diferentes
valores de DPn e MWhn equivalentes a 107 e 17,47KDa para PCAML1 e de 42 e 6,87KDa para
PCAMZ2, respectivamente.
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Figura 2. Perfil de eluicdo do polissacarideo no Sephadex G-100 tampédo fosfato citrato de
sodio (pH 7,0).

Para a separacdo dos polissacarideos entre si e de seus contaminantes recorre-se a
diferentes tipos de técnicas cromatograficas. A cromatografia de filtracdo em gel é satisfatoria
para polissacarideos neutros e anibnicos, separando estes biopolimeros consoante seu peso

molecular e volume hidrodindmico (Valasques Janior et al., 2017).

3.4 Caracterizacado do polissacarideo obtido de P. camembertii ATCC 4845

3.4.1 Espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

A andlise do espectro de infravermelho do polissacarideo obtido foi realizada para
identificar os principais grupos funcionais que estdo presentes na amostra do polimero. Como
na Figura 3 € apresentado, estdo presentes algumas bandas de absor¢do que sdo dignas de
nota, a exemplo da banda em 3270 cm™ atribuido ao estiramento de grupo hidroxila do
polissacarideo (Valasques Junior et al., 2017). A banda caracteristica da presenca de grupos -
CH (2870-2930cm™) pode indicar a presenca de anéis de carboidratos (Zhang et al., 2015). O
sinal em aproximadamente 1642 cm™ corresponde & 4gua associada ao polissacarideo
(\Valasques Junior et al., 2017; Zhang et al., 2018, Hussain, Rather & Suradkar, 2017). O sinal
a 1540 cm™ esta atribuido & vibracéo de C-O (Zhang et al., 2015). O estiramento em 1217 cm’
! sugere que os monossacarideos do polimero apresentam um anel de piranose e a curva 1369

cm™ relaciona-se a vibragdo de estiramento do grupo CH, (Wang et al., 2017).
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Figura 3. Espectro FT-IR do polissacarideo prozuzido pelo P. camembertii ATCC 4845.

A banda a aproximadamente 1017 cm™ foi atribuida as vibracdes da ligagdo C-O-C e
ligacbes glicosidicas (Valasques Junior et al., 2017, Zhang et al., 2018). Os espectros
vibratorios mostraram aplicacGes importantes para a identificacdo e andlise de aglcares. Os
carboidratos apresentaram alta absorbancia na regido entre 1200-950 cm™, a chamada regiéo
de impressdo digital; em que a posicdo e intensidade das bandas sdo especificas para
polissacarideos (Ahmad et al., 2010). A absorcdo na regido entre 1500 e 1700 cm™ esta
relacionada a presenca de grupos funcionais correspondentes a proteinas (Ahmad et al., 2010;
Limberger-Bayer et al., 2014). Essa presenga de proteinas foi confirmada pela técnica descrita
por Bradford (1976).

Sendo assim, o perfil do espectro apresentado esta caracteristico para polissacarideos,
muito semelhante ao perfil de espectros obtidos a partir de analise de polissacarideos
extraidos de outros fungos (Wang et al., 2013; Yan et al., 2014; Zhang et al., 2015),
apresentando picos de absorcdo tipicos para polissacarideos presentes na amostra de
polissacarideo obtido de P. camembertti ATCC 4845.

3.4.2 Andlise da composicdo monomeérica
O polissacarideo hidrolisado por Acido Trifluoracético (TFA) foi analisado por CLAE

e o perfil dos monossacarideos avaliado como mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Cromatograma CLAE da composi¢cdo monomérica de P. camembertii ATCC 4845.

O polissacarideo apds hidrolisado apresentou picos de tempos de retencdo em seu
cromatograma, que indicaram a sua composicdo. Através dos tempos de retencdo dos padroes,
comparados a amostra analisada pode-se sugerir a composicdo monomérica como sendo de
galactose (6,59, 7,91 e 9,54 minutos) e glicose (8,89 minutos) eluidos respectivamente nessa

ordem.

Estes resultados corroboram com os achados em polissacarideo estudado por Wang,
Liu & Qin (2017), em que foram encontrados arabinose, xilose, galactose, glicose e manose
como composi¢do monossacaridica. Wu et al. (2016) realizaram a extragdo, caracterizacao e
atividade antioxidante de polissacarideos de Paecilomyces hepiali HN1. Foram observados
por CLAE a composicdo de manose, ribose, rhamnose, acido glucurdnico, &cido
galacturonico, glicose, galactose, xilose e arabinose em diferentes proporcdes molares,
demonstrando que os fungos sdo capazes de produzir inimeros polissacarideos com

composi¢des monomeéricas diferentes, o que garante a variabilidade das atividades biologicas.

uRIL
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3.4.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A analise do espectro de HSQC (figura 5) permitiu identificar a presenga de carbono
anoméricos na regido (6c104ppm). A presenca de sinais em 6c83ppm indicam a liga¢do em C-
3, como também, intensos sinais proximos de o¢c 74, ¢ 76, dc 71 e d¢ 62 ppm sdo atribuidos
aos carbonos C-5, C-4, C-2 e C-6 da glicose respectivamente. O sinal em 5c67ppm indicam a
presenca de ligacdo em C-6 sinais proximos de d¢ 74, d¢ 77, d¢c 80 e 8¢ 72 ppm sdo atribuidos

aos carbonos C-5, C-4, C-3 e C-2 da galactose respectivamente.
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Figura 5. Espectro HSQC de polissacarideo do P. camembertii ATCC 4845.

A andlise do HSQC permite propor que o polissacarideo apresenta um carbono
anomérico com ligagdes B (¢ 104ppm) e ligagbes 1—6 e 1—3 (6c 67ppm e oc 83ppm
respectivamente). Esses sinais estdo presentes em grande parte dos polissacarideos obtidos de
fungos (Li, et al, 2012; Valasques et al., 2017, Wang et al., 2017). Associado com 0s
resultados da composicdo monomérica, podemos concluir que o polissacarideo € composto

por B (1—3, 1—6) galactoglucan.

3.5 Atividade Antioxidante
A capacidade de sequestro de radical livie DPPH demonstrada pelo polissacarideo
isolado do fungo P. camembertii ATCC 4845 esta apresentada na Figura 6. Na concentracao

de 0,8 mg/ml, o polissacarideo apresentou habilidades de sequestro de 7,85% em DPPH. A
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atividade méaxima de 97,03% foi observada com a concentracao de 6,4 mg/mL e o valor ECs
(Tabela 3) foi calculado e equivalente a 5,166 mg/mL.
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Figura 6. Capacidade de sequestro do radical livre DPPH (%) de polissacarideos isolados do
fungo filamentoso P. camembertii ATCC 4845.

O polissacarideo obtido mostrou bons resultados para atividade com DPPH como
evidenciado a partir de seu valor ECso (5,196 mg/mL). A capacidade de eliminagdo dos
radicais DPPH de polissacarideos parece estar préxima do valor encontrado em estudo de
polissacarideos PS1-1 e PS1-2 (ECso na faixa de 4,56-6,81 mg/mL) do fungo marinho
Penicillium sp. F23-2 (Sun et al., 2009).

O ensaio da capacidade de sequestro de radical livre ABTS foi realizado com o
objetivo de avaliar a atividade antioxidante do polissacarideo de P. camembertii ATCC 4845
(Figura 7).
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Figura 7. Capacidade de sequestro do radical livre ABTS (%) de polissacarideos isolados do
fungo filamentoso P. camembertii ATCC 4845.
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Na menor concentragdo (0,8 mg/mL), o polissacarideo apresentou capacidade de
eliminacdo de 22,11% em ABTS. O valor ECs, (Tabela 3) do polissacarideo foi de 1.609

mg/mL e uma atividade maxima de 93,54% foi observada na maior concentracao, 6,8 mg/mL.

O resultado de ECsy do polissacarideo de 1.609 mg/mL, indicou importante
capacidade de sequestro de radicais ABTS. A atividade de eliminagdo do radical ABTS foi
consideravelmente melhor do que a do polissacarideo (BSFP-1) isolada de Boletus specious

Forst, relatada em estudo, mostrando um valor ECsg de 5,02 mg/ml (Ding, Hou & Hou, 2012).

Tabela 3. Valores de ECs para polissacarideos isolados do fungo filamentoso P. camembertii

ATCC 4845 para propriedades antioxidantes.

Atividade antioxidante ECso” (mg/mL)

Polissacarideo
Capacidade de eliminacgéo no radical DPPH 5.196 £ 0.20

Capacidade de eliminagéo no radical ABTS 1.609 £ 0.07

# Valor de ECs: a concentragdo efetiva em que os radicais DPPH e ABTS foram eliminados em 50%; O

valor ECs foi obtido por interpolacéo a partir da analise de regressdo linear.

O polissacarideo apresenta naturalmente a presenca de um grande nimero de grupos
hidroxila, que sdo essenciais para a atividade antioxidante, j& que sdo 0s responsaveis pela
doacdo de elétrons para reduzir o radical a uma forma mais estavel ou reagir com os radicais
livres (Shen , Shi & Xu, 2013). O presente estudo sugere que os polissacarideos isolados de P.
camembertii ATCC 4845 podem ser utilizados para auxiliar no alivio de danos oxidativos em
células induzidas por radicais de oxigénio e pode ser efetivamente explorado como potencial

antioxidante na area médica-farmacéutica.

4 Concluséao

No presente estudo, as influéncias das variaveis temperatura, pH e tempo de extracéo
foram investigadas e as condigdes ideais da producdo de polissacarideos por P. camembertii
ATCC 4845 foram obtidas com sucesso pela MSR. O rendimento maximo de polissacarideos
pode ser obtido em condigdes que tendem a 90°C, 13 e 180 minutos para temperatura, pH e
tempo de extracdo respectivamente. Os resultados da espectroscopia do Infravermelho e
Ressonancia Magnética Nuclear mostram que o polimero isolado possui bandas de absorcao e

ligagbes B e a do tipo 1—3 e 1—6 compativeis com a estrutura de polissacarideos. Os



36

resultados do CLAE mostraram a presenca de galactose e glicose, resultados compativeis com
a composi¢do monomérica de polissacarideos isolados de fungos em geral, tratando-se assim
de um galactoglucan. Além disso, o polissacarideo apresentou atividade antioxidante com
capacidade de sequestro de radicais livres de DPPH e ABTS relevantes. Portanto, o
polissacarideo produzido por P. camembertii ATCC 4845 parece ser uma fonte promissora a
ser explorada considerando sua possivel acdo em desordens bioquimicas associadas ao

estresse oxidativo.
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CAPITULO 111

Extracdo, caracterizacao e atividade antioxidante do polissacarideo de Penicillium
roquefortii ATCC 10110

Revista: Carbohydrate Polymers

https://www.elsevier.com/journals/carbohydrate-polymers/0144-8617/guide-for-authors
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Extracdo, caracterizacao e atividade antioxidante do polissacarideo de Penicillium
roquefortii ATCC 10110

Tétilla Putumuju S. Mendes®, Gleiza M. Costa’, Romario A. Santana’ Edson Gabriel dos
Santos*, Baraquizio B. do Nascimento Junior', Helena B. Nader?, Gildomar L. Valasques
Junior*

! Departamento de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), Avenida José Moreira Sobrinho, Jequié 45208-091, BA, Brazil

2 Laboratério de Biologia Molecular, INFAR, Universidade Federal de Sdo Paulo, Rua Trés
de Maio 100, S&o Paulo 04044-020, SP, Brazil

RESUMO

Neste estudo, os polissacarideos obtidos do Penicillium roquefortii ATCC 10110 foram
extraidos aplicando a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) com a finalidade
identificar as condi¢bes Otimas de extracdo usando o delineamento experimental Box-
Behnken. As varidveis utilizadas neste estudo foram pH, temperatura e tempo de extragdo. O
melhor rendimento foi obtido apds 120 min de extracdo a uma temperatura de 86°C e pH 13.
Os polissacarideos foram caracterizados através dos métodos FT-IR, *H-RMN e *C-RMN e
CLAE, os quais permitiram identificar sinais caracteristicos de polissacarideos, além da
composi¢cdo monossacaridica sugerindo ser composto de galactose e glicose, tratando-se de
um galactoglucano. O potencial de atividade antioxidante foi avaliado utilizando ensaios “in
vitro” pela capacidade de sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS, com. ECs, de 5.201 e
2.597 mg/mL, respectivamente, sendo superiores aos encontrados em outros estudos,
mostrando que o polissacarideo produzido por Penicillium roquefortii ATCC 10110 possui
potencial para aplicacdo como auxiliar em doengas que 0 uso de antioxidante possa ser
importante. Portanto, este estudo direciona para novas pesquisas e desenvolvimento racional
da utilizacdo do polissacarideo produzido por P. roquefortii ATCC10110 em desordens

bioguimicas associadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: polissacarideo. Penicillium roqueforti. metodologia de superficie de

resposta. atividade antioxidante.

1 Introducéo

A oxidacdo é essencial para muitos organismos, garantindo a regulagdo dos processos
bioldgicos, como na geracdo de energia, no crescimento das celulas e protecdo do corpo dos
invasores, a exemplo dos virus e bactérias (Chen et al., 2016). No entanto, a geragéo
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descontrolada de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) é conhecida por resultar em processos
degenerativos relacionados ao envelhecimento, bem como outros efeitos patologicos:
carcinogénese, aterosclerose e danos ao DNA (Hu et al., 2010). No entanto, para evitar esse
dano, o proprio organismo desenvolveu mecanismos de defesa capazes de reduzir e até

restaurar os danos gerados pela superproducgdo dessas espécies reativas (Ding et al., 2010).

As moléculas intracelulares possuem acdo antioxidante capaz de retardar ou mesmo
prevenir danos aos componentes celulares. Esse efeito antioxidante pode ocorrer através da
acdo enzimaética (enzima Superdxido Dismutase - SOD e enzima Glutationa Peroxidase). No
entanto, em casos de estresse oxidativo severo, a acdo protetora pode néo ser suficiente, sendo
necessario usar substancias antioxidantes exdgenas (Valko et al., 2006; Hu et al., 2010;
Souza, et al., 2012).

A maioria dos antioxidantes encontrados no mercado sdo de origem sintética e estdo
relacionados a possiveis danos hepaticos e a carcinogénese (Sun et al., 2009). Assim, 0
desenvolvimento e o0 uso de antioxidantes, de origem natural, eficazes para proteger o

organismo humano dos radicais livres e retardar o progresso de muitas doencgas Sao essenciais.

Os polissacarideos sdo macromoléculas formados a partir de monossacarideos ligados
por ligacOes glicosidicas. Sdo responsaveis por diversas fungdes bioldgicas importantes nos
organismos de onde podem ser obtidos, como em plantas, algas e 0s microrganismos
(Valasques et al., 2014; Ding, Hou & Hou, 2012).

Estudos recentes mostram potencial antioxidante na utilizacdo de polissacaideos,
inclusive de fonte microbioldgica. Wang et al. (2013), obtiveram um polissacarideo
extracelular a partir do fungo Aspergillus terreus em que se observou atividade antioxidante
satisfatoria, especialmente em relacdo a capacidade de eliminacdo em radicais de DPPH (1,1-
difenil-2-picrilididazol). Em trabalho com polissacarideos flngicos de Cordyceps
kyushuensis, as propriedades antioxidantes foram avaliadas por ensaios de varios sistemas
antioxidantes in vitro, e dois polissacarideos apresentavam boas propriedades antioxidantes de

forma dependente da concentragdo utilizada (Zhang et al., 2015).

Este estudo relata uma estratégia de otimizagédo para a obtengédo de polissacarideos de
P. roquefortii ATCC 10110 através de experimentos estatisticos delineados. O desenho
experimental de Box-Behnken foi utilizado para descrever a natureza da superficie de
resposta na regido experimental, investigar os valores 6timos das varidveis do meio de

extracdo e assim maximizar o rendimento dos polissacarideos. Ap0s a obtencdo, o
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polissacarideo foi quimicamente caracterizado e suas propriedades antioxidantes foram
investigadas.

2 Materiais e Métodos

2.1 Microrganismo
O fungo P. roquefortii ATCC 10110 foi cedido pela Colegédo de Microrganismos de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). Até o inicio dos

experimentos foi mantido em Agar Batata Dextrose (BDA) & temperatura de 4°C.

2.2 Condicdes de cultura de P. roquefortii ATCC 10110

Para a sua ativacdo, o microrganismo foi incubado em meio de cultura BDA durante 5
dias a temperatura de 30°C (BOD SL200/90 Incubadora- SOLAB). O in6culo em meio
liquido foi preparado de acordo com a metodologia descrita por Manera et al. (2011) com
algumas modificacdes e em baldes de 250 mL contendo 125 mL de solucdo pH 5,0 de: 10g/L
de D-glicose, 3g/L de extrato de levedura, 3g/L de extrato de malte, 5g/L de peptona. O
indculo foi feito utilizando trés discos de 2 cm de didmetro contendo 0s microrganismos. A
fermentacdo foi realizada a 150 rpm por 120 horas e 30°C em um agitador rotativo
(Incubadora shaker SL 222, SOLAB). Apos a fermentacdo, o meio de cultura liquido, foi
filtrado a vacuo (bomba de filtro de vacuo TE-0582, TECNAL), e a biomassa do

microrganismo utilizada para extrair os polissacarideos (Dong et al., 2009).

2.3 Extracdo de polissacarideo de P. roquefortii ATCC 10110

O polissacarideo foi obtido a partir da biomassa seca (0,5g), extraido com 50mL de
solucdo de hidréxido de sddio em diferentes pHs (11, 12 e 13), temperaturas (70, 80 e 90°C) e
tempos de extracdo (60, 120 e 180min) seguindo o planejamento experimental Box-Behnken.
A suspensdo foi centrifugada (Modelo 206BL-EXCELSA) a 8.000 g durante 15 min. O
precipitado foi descartado e foi adicionado ao sobrenadante trés vezes do volume de etanol
absoluto, a suspensdo foi agitada e deixada em repouso por 12 horas a 4°C. Os
polissacarideos insolGveis na solucdo hidroalcoolica foram isolados por centrifugacdo a
8.000g durante 20 min e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de polissacarideos bruto
foi seco a 50°C até peso constante, para posterior realizacdo dos demais experimentos. Os
conteddo de polissacarideos fora determinados pelo método fenol-acido sulfarico descrito por
Dubois, et al. (1956). O rendimento do produto foi determinado pela relagédo (p/p)% de

polissacarideos por unidade de massa de biomassa.
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2.4 Planejamento experimental

O planejamento experimental Box-Behnken (Box & Behnken, 1960) foi utilizado para
avaliar a influéncia da temperatura (°C), o pH e o tempo de extracdo (minutos) na extracdo do
polissacarideo. Foram realizadas trés repetices do ponto central (C) com intuito de estimar o
possivel erro puro, e os tratamentos experimentais foram variados aleatoriamente para
detectar a presenca de possiveis erros sistematicos, totalizando quinze ensaios experimentais.
A temperatura foi estudada variando de 70 a 90°C, o tempo de 60 a 180 minutos e o pH foi
estudado variando de 11 a 13, em que todas as variaveis foram estudadas em 3 niveis. O
tratamento estatistico foi realizado com auxilio do software Statistica® verséo 10.0, incluindo
a anélise de variancia (ANOVA).

2.5 Determinacédo da proteina total na amostra
Foi utilizado o método de Bradford (1976) para que a concentracdo de proteina fosse

determinada, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

2.6 Purificacéo do polissacarideo

Para a purificacdo, a amostra de polissacarideo (15 mg/mL) foi aplicada em coluna
Sephadex G-100 (Sigma, EUA) (30%1,0 cm), previamente equilibrada em tampéo fosfato
citrato de sédio (0,05 mol L?, pH 7,0), o qual também foi usado como fase mével. Foram
recolhidas fracbes (1,5 mL) e dosado polissacéaridos totais pelo método de fenol-acido
sulfarico (Dubois et al, 1956)

2.7 Caracterizagdo quimica do polissacarideo

2.7.1 Analise de espectroscopia no infravermelho (FT-IR) e Ressonancia

Magnética Nuclear

O método de espectroscopia de Infravermelho (IR) com transformada de Fourier

(modelo Varian Inova 500) foi realizado com o polimero seco e moido e pressionado em
pellets para medicdo espectral FT-IR na faixa de freqiiéncia de 4000 - 500 cm™, com 20
varreduras. Na analise espectroscopica de RMN, o espectro foi registrado a 300 K em um
espectrometro Varian Inova 500, operando a 11,7 T, observando *C em 125 MHz e usando
sonda direta. As amostras foram dissolvidas em D,0O e transferidas para o tubo de RMN. O
TMS foi utilizado como referéncia de mudancga quimica (& 0,0). D,O (99,9%) foi adquirido
por Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (EUA).
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2.7.2 O peso molecular médio (MWNn) e grau de polimerizagdo (DPn)

O Peso Molecular (MWn) e Grau de Polimerizacdo (DPn) dos polissacarideos foram
determinados pela medida do valor do agucar redutor utilizando o método do &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959) e do acucar total utilizando o método do fenol-acido
sulfarico (Dubois et al, 1956), e aplicando a férmula descrita por Vettori, Franchetti &
Contiero (2012): DPn = [(carboidratos totais em pg de D-glicose) / (valor de redugdo em pg
de maltose)] x 1.9; MWn = [(DPn) x 162] + 18.

2.7.2 Composi¢do monomérica do polissacarideo

Antes de submetar a amostra no aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) o polissacarideo de P. roquefortii ATCC 10110 (20 mg) foi hidrolisado com &cido
trifluoroacético 2M (TFA) a 90° C durante 8h, seguido de evaporacdo (Ruthes et al., 2013). O
solido hidrolisado obtido foi solubilizado em &gua ultrapura, a solucdo foi filtrada e analisada
por CLAE usando a coluna Amines® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm i.d.) (9 um) (BIO-RAD,
California, EUA) e deteccao de indice de refracdo; o volume de injecdo foi de 20 pL. A fase
movel foi uma solucéo aquosa de H,SO4 0,01N de forma isocratica a uma taxa de fluxo de 0,6
mL/min e a temperatura da coluna foi mantida a 25°C. Para a identificacdo do pico, foram
utilizados padrdes de acucares: glicose, rhamnose, galactose, manose, arabinose e xilose
(Sigma, EUA), sendo que todos receberam tratamento de hidrolise previamente. A
determinacdo da composicdo de monossacarideos foi feita em dois experimentos

independentes com resultados consistentes.

2.8 Avaliacdo da atividade antioxidante

As atividades antioxidantes das amostras de polissacarideos de P. roquefortii ATCC
10110 foram avaliadas utilizando os métodos de sequestro de radical livre DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidrazilo) e do radical ABTS® (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico),

descrito por Rufino et al., (2007), com algumas modificacGes.

Para o ensaio de DPPH, 100uL da amostra (0,8, 1,6, 2,4, 3,2, 4,0, 4,8, 56 e¢ 6,4
mg/mL) foi adicionada em 3,9 mL de uma solu¢do metanolica de DPPH (0,06 mM). Apos 20
min a 25°C, a absorbancia foi medida a 517 nm. No ensaio ABTS", primeiro foi preparado o
radical ABTS por reacdo da concentracdo de sal ABTS (7 mM) com persulfato de potassio
(2,45 mM) e deixando a mistura ao abrigo de luz a temperatura ambiente durante 16 h antes
da utilizacdo. A solugdo ABTS" em estoque foi diluida com etanol (absorbancia de 0,700
0,005 nm) e incubada com 30uL (0,8, 1,6, 2,4, 3,2, 4,0, 4,8, 5,6 e 6,4 mg/mL) da amostra e
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3,0mL da solucdo etandlica de ABTS. A absorbancia foi medida a 734 nm ap6s 6 minutos de
incubacdo. Em ambos os experimentos, os valores foram expressos como a concentracdo de
amostra necessaria para reduzir 50% dos radicais livres (ECsg). Nos dois ensaios (DPPH e

ABTS"), a atividade antioxidante foi medida usando Trolox como controle positivo.
2.7 Anélise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo (SD) ou ECsy com
base nos experimentos independentes. Diferencas significativas (p <0,05) foram detectadas
por ANOVA e com pds-teste de Tukey usando GraphPad 7.00.

3 Resultados e Discussao

3.1. Extracdo de polissacarideos

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) é uma poderosa ferramenta
estatistica usada para otimizar processos complexos que sdo afetados por diferentes variaveis
(Ji et al., 2012), a exemplo da extracdo de biocompostos. A vantagem desta metodologia é o
namero reduzido de experimentos necessarios para otimizacdo simultdnea das mudltiplas

variaveis e a avaliacdo de suas ineragbes (Wang et al., 2017).

O delineamento experimental Box-Behnken foi realizado com trés variaveis, o que
totaliza 15 experimentos com replicata do ponto central. Os trés ensaios do ponto central
foram incluidos para estimar o erro experimental inerente dos experimentos. Os resultados da
aplicacdo do modelo experimental para obtencdo de polissacarideo de P. roquefortii ATCC

10110 pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Delineamento Box-Behnken aplicado para otimizacdo das condicdes de extracdo de
polissacarideos de P. roquefortii ATCC 10110

Experimento pH Temperatura (°C)  Tempo (min) Massa (g)
1 11 (-1) 90 (+1) 120 (0) 0,0005
2 12 (0) 90 (+1) 60 (-1) 0,0019
3 12 (0) 90 (+1) 180 (+1) 0,0017
4 13 (+1) 90 (+1) 120 (0) 0,0156
5 11 (-1) 80 (0) 60 (-1) 0,0004
6 11 (-1) 80 (0) 180 (+1) 0,0024

7C 12 (0) 80 (0) 120 (0) 0,0091
8C 12 (0) 80 (0) 120 (0) 0,0075
9C 12 (0) 80 (0) 120 (0) 0,0081
10 13 (+1) 80 (0) 60 (-1) 0,0092
11 13 (+1) 80 (0) 180 (+1) 0,0120
12 11 (-1) 70 (-1) 120 (0) 0,0017
13 12 (0) 70 (-1) 60 (-1) 0,0007
14 12 (0) 70 (-1) 180 (+1) 0,0011
15 13 (+1) 70 (-1) 60 (0) 0,0050

(C): ponto central; Os valores codificados sdo apresentados nos parénteses conforme descrito
no modelo Box-Behnken.

A adequacdo do modelo foi verificada pela distribuicdo de Fisher (teste F) e pelo
coeficiente de determinacdo R? (Tabela 2). A analise de variancia mostrou que este modelo
estd bem ajustado, ndo apresentando falta de ajuste (Fcaiculado < Ftabelado) demonstrando que os
resultados obtidos ndo sdo de ordem aleatoria. O teste F para regressdo indicou que 0 mesmo

foi significativo apresentando um Fcajculado Maior que 0 Frapelado (22,61> 4,77).
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Tabela 2. Anélise de varidncias no modelo de regressdo para otimizagdo de polissacarideos
obtidos do P. roquefortii ATCC 10110

Fonte de variag&o SQ Gl MQ Fealculado  Frabelado R
Regressao 0,000317 9 3,52E-05 22,61 4,77

ResidUo 0,000008 5  156E-06

Falta de ajuste 0,000006 3 0000002 330 1916 0976
PUFo erTo 0000001 2  0,000001

S0 total 0,000325 14

SQ: Soma quadratica; gl: Graus de liberdade; MQ: Média quadréatica

A adequacdo do modelo também foi confirmada por um coeficiente de determinacéo
satisfatorio (0,976). Esse resultado indica que 97,6% dos resultados encontrados podem ser

explicados pelo modelo experimental aplicado.

A equacdo que descreve o comportamento da resposta do polissacarideo extraido de P.

roquefortii ATCC 10110 em funcao das variaveis esta descrita na Equacéo 1.

Massa do Polissacarideo (g) = 0,1410 + 0,0028(T) + 0,0488(pH) + 0,0016(pH)*> +
0,002(Tempo) + 0,0002 (pH)(T) (Equacéo 1)

(T): Temperatura (°C)

Através dos resultados da Tabela 1 e ajuste de uma funcdo quadrética, obtiveram-se 0s
graficos de superficie que relacionam as variareis estudadas e a resposta obtida (Figura 1). As
condicBes Otimas para a extracdo de rendimentos mais altos de polissacarideos podem ser
obtidas a partir da observacdo da tendéncia do grafico e dentro das regiGes experimentais e
seus valores foram 13, 86°C e 120min foram para pH, temperatura e tempo de extracdo,
respectivamente. O rendimento maximo utilizando esse modelo foi equivalente a 17,1%, esse
resultado é proximo ao obtido por outros autores, como Dong et al. (2009), que obtiveram um
rendimento de 16,10% na extracdo de polissacarideos do micélio cultivado de Cordyceps

sinensis, utilizando outra metodologia de extracéo.
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Figura 1. Graficos de superficie de resposta para otimizacdo da extracdo de polissacarideos

de P. roquefortii ATCC 10110. (A): pH e temperatura. (B): Temperatura e Tempo. (C): pH e
tempo.

Os resultados foram consistentes de acordo com o rendimento do polissacarideo, o que

também implica que o modelo matematico € adequado para a simulacdo da producdo de
polissacarideos no presente estudo.

3.2 Determinacao da concentracéo de proteina

A aplicacdo do método descrito por Bradford (1976) indicou que a amostra de
polissacarideos de P. roquefortii € composto por apenas 0,25% do peso em proteina,
indicando que a amostra é composta principalmente por polissacarideos.

3.3 Purificacéo do polissacarideo

A cromatografia em coluna Sephadex G-100 foi utilizada no processo de purificacéo e
0s resultados mostraram a presenca de apenas um pico simetrico (Figura 2). Tais resultados
indicaram a presenca de apenas um tipo de polissacarideos com peso molecular médio de 77

kDa e DPn de 475 avaliados pela aplicacdo do método descrito por Vettori, Franchetti &
Contiero (2012).

46
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Figura 2. Perfil de eluicdo do polissacarideo no Sephadex G-100 tampédo fosfato citrato de
sodio (pH 7,0).

3.4 Caracterizacao do polissacarideo de P. roquefortii ATCC 10110

3.4.1 Espectroscopia no infravermelho (FT-1V)

A presenca de um estiramento forte e largo em torno de 3276 cm™ observada no
espectro de FT-IR (Figura 3) esta relacionada a vibracdo de estiramento O-H e outra banda de
absorcdo de intensidade moderada a 2921 cm™ trata-se de uma vibragdo de estiramento C-H.
(Valasques et al., 2017; Zhang et al., 2018). A banda caracteristica do estiramento e
duplicacdo de C-H na regido de 2870-2930 cm™ pode indicar a presenca de anéis de
carboidratos (Zhang et al., 2015). A banda que aparece a 1643 cm™ esta relacionada a
absorcdo caracteristica da hidratacdo do acucar (Valasques et al., 2017; Hussain, Rather &
Suradkar, 2017; Zhang et al., 2018). O sinal em torno de 1546 cm™ foi atribuido & vibraco de
C-O (Zhang et al., 2015).
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Figura 3: espectro FT-IR do polissacarideo produzido a partir do P. roquefortii ATCC
10110.

Sinais na regi&o de 1160-1000 cm™ (1147, 1078 e 1015) deve-se as ligagbes C-O-C e
C-O-H de unidades tipicas de aglUcar na forma de piranose (Zhang et al., 2018). A chamada
regido de impressdo digital, na qual os carboidratos possuem banda caracteristica, estd na
apresentada na regido em torno de 1200-950 cm™. Nesta regido, a posicdo e intensidade das
bandas sdo especificas para o polissacarideo presente na parede celular e permite a
identificacdo da presenca de polissacarideos (Valasques et al., 2017; Vettori, Franchetti &
Contiero, 2012). A absorcdo na regido entre 1700 e 1500 cm™ (1643, 1574 e 1546) esta
relacionada a presenca de grupos funcionais correspondentes a presenca de proteinas
(Valasques et al., 2014; Ahmad et al., 2010; Limberger-Bayer et al., 2014; Hussain, Rather &
Suradkar, 2017). Esta presenca de proteinas foi confirmada pela técnica descrita por Bradford
(1976).

Portanto, o perfil do grafico e bandas de absorcdo apresentados no FT-IR foi
caracteristico para polissacarideos assim como apresentado em outros estudos e estdo
presentes no polissacarideo de P. roquefortti ATCC 10110 (Valasques et al., 2017; Zhang et
al., 2018; Hussain, Rather & Suradkar, 2017).

3.4.2 Analise da composigdo monomérica

O polissacarideo foi hidrolisado por Acido Trifluoracético- TFA em unidades
monomeéricas e analisado por CLAE em que se revelou sua composi¢cdo monomérica (Figura
4).
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Figura 4. Cromatograma CLAEda composicdo monomérica de P. roquefortii ATCC 10110

Podem ser observados diferentes picos caracteristicos de diferentes agucares presentes
na composicao do biopolimero obtido do P. roquefortii. Ao avaliar os tempos de retencdo dos
padrdes, comparados a amostra analisada pode-se sugerir que a composi¢cdo monosacaridica
trata-se de galactose (7,8 e 9,5 minutos) e glicose (8,8 minutos). O pico no tempo de 18,1

minutos foi caracteristico tanto no padrdo de galactose quanto de glicose.

Em estudo realizado por Zhang et al, (2018) em que a estrutura de um polissacarideo
também foi caracterizada, foram encontrados em um mesmo polissacarideo 0s
monossacarideos:  galactose, glicose e manose caracterizando-o como  sendo
galactomannoglucan. Ao ser identificado 2 aglcares (galactose e glicose) no presente
trabalho, podemos caracterizar o polissacarideo isolado como sendo, provavelmente, um

galactoglucan.

3.4.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
A analise do espectro de HSQC (Figura 5) permitiu propor os tipos de ligacdo do
polissacarideo obtido.

uRIU
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Figura 5. Espectro HSQC de polissacarideo do P. roquefortii ATCC 10110.

A andlise do HSQC permite identificar dois sinais correspondentes a carbonos
anomérico C-1 6¢ 106 ppm e 104 ppm correspondentes a glicose e galactose respectivamente.
A presenca de sinais em d¢ 83 ppm indicam a ligacdo em C-3, como também, intensos sinais
préximos de d¢ 75, d¢ 76, d¢c 72 e d¢c 61 ppm sdo atribuidos aos carbonos C-5, C-4, C-2 e C-6
da glicose respectivamente. O sinal em 6¢c 86 ppm indicam a presenca de ligacdo em C-3
sinais proximos de 6¢ 75, dc 76, 6c 71 e d¢c 63 ppm sdo atribuidos aos carbonos C-5, C-4, C-2
e C-6 da galactose respectivamente. Sendo assim, 0s sinais presentes no HSQC associados
aos resultados da CLAE e a Cromatografia de Exclusdo Molecular permitem afirmar que a
amostra consiste de p-(1—3)-galactoglucan (Li, et al, 2012; Valasques et al., 2017, Wang et
al., 2017).

3.5 Atividade Antioxidante
O teste de eliminagdo de radicais livres DPPH é tipicamente utilizado para avaliar as

atividades de neutralizacdo de radicais livres de compostos puros ou em mistura (Figura 6).
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Figura 6. Atividade antioxidante do polissacarideo isolado do fungo filamentoso P.
roqueforti ATCC 10110 frente ao radical livre de DPPH (%).

Scavenging activity (%)

O polissacarideo de P. roqueforti demonstrou uma atividade de eliminacdo de radical
dependente da concentracdo, na faixa de concentracGes testadas. Na concentracdo de 6,4
mg/mL, as habilidades de eliminacdo aumentaram até atingir um valor maximo de 96,71%. O
valor ECsg calculado (Tabela 3) foi de 5,201 mg/mL. Além disso, esse valor encontrado na
maior concentracdo (96,71%) para atividade de eliminacdo de radicais DPPH a 6,4 mg/mL foi

compativel com a referéncia de Trolox (98,51%).

Em estudo em que a propriedade antioxidante dos polissacarideos obtidos de
Penicillium sp. F23-2 (Sun et al, 2009) foi avaliada, a atividade de sequestro de radicais livres
DPPH foram semelhantes as de P. roquefortii ATCC 10110 no presente estudo, utilizando em
ambos os trabalhos as mesmas concentracGes de polissacarideo. Ja em relacdo ao valor de
ECso, para os polissacarideos de Penicillium sp. F23-2, os valores variaram entre 2.53-

6.81mg/mL, sendo que o polissacarideo estudado apresentou valor dentro dessa mesma faixa.

Em trabalho realizado por Ding, Hou & Hou (2012) em que foi avaliada a atividade
antioxidante de polissacarideo isolado de Boletus speciosus, foi encontrado um valor ECsy de
7,4 mg/mL para o teste DPPH e 5,02 mg/mL para o sequestro dos radicais livres ABTS.
Portanto, o P. roquefortii ATCC 10110 mostrou atividade de eliminacgdo superior de radicais
DPPH e ABTS, quando comparados os valores de ECsy.

Conforme mostrado na Figura 7, a capacidade do polissacarideo estudado na
eliminacdo de radicais ABTS foi também foi concentracdo dependente. Na maior
concentragéo (6,4 mg/mL) foi observada a maior capacidade de eliminacdo do radical ABTS
(90,78%), proximo ao valor encontrado para a referéncia Trolox (97,48%). O valor ECs

como mostrado na Tabela 3 foi de 2,597 mg/mL.



52

100 - -——-a o=
90 4
80
70
60 4
50
40 1
304
20 4
10 1
0 ] T T T T T T T
00 08 16 24 32 40 48 56 64
Concentration (mg/ml)

— Folysaccharide
- Trolox

Scavenging activity (% )

Figura 7. Capacidade de eliminacdo do radical ABTS (%) por polissacarideo isolado do
fungo filamentoso P. roquefortii ATCC 10110.

O ensaio de sequestro de radical livre ABTS é um modelo amplamente utilizado para
0 ensaio de atividade antioxidante de compostos naturais, por sua viabilidade e eficiéncia
(Wang et al., 2017; Ding, Hou & Hou, 2012). A atividade de sequestro de radical livre ABTS
foi consideravelmente melhor do que em polissacarideos relatados em outros estudos. Como
no trabalho realizado por Li & Wang (2016), por exemplo, em que foi avaliada a atividade
antioxidante do polissacarideo obtido de H. serotina, apresentou um valor de ECs, de 19,32
mg/mL, foi muito superior ao encontrado no presente estudo (2,597mg/mL), 0 que aponta a
possivel superioridade do polissacarideo de P. roquefortii ATCC 10110 em relacdo a

eliminacdo de radicais livres ABTS.

Tabela 3. Valores de ECs, para polissacarideos isolados do fungo filamentoso P. roquefortii
ATCC 10110 em propriedades antioxidantes.

Atividade antioxidante ECso* (mg/mL)

Polissaccarideo
Capacidade de eliminacdo no radical DPPH 5.201+0.22

Capacidade de eliminacdo no radical ABTS 2.597+0.09

# Valor de ECs: a concentragio efetiva em que os radicais DPPH e ABTS foram eliminados em 50%; O valor

ECs, foi obtido por interpolagdo a partir da andlise de regresséo linear.

Em geral, para ambos os testes de atividade antioxidante foi observado que o
polissacarideo exibiu um grau variavel de atividade antioxidante de uma maneira dependente

da concentragéo.
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Ao comparar os dois ensaios antioxidantes, 0s resultados indicaram que o
polissacarideo exerceu maior capacidade de sequestro de radical livre ABTS. A presenca de
um grande numero de grupos hidroxila no polissacarideo é essencial para a atividade
antioxidante, o que permite doar elétrons para reduzir o radical a uma forma mais estavel ou
reagir com os radicais livres para neutraliza-lo através da transferéncia de um atomo de
hidrogénio (Oliveira, 2015; Shen, Shi e Xu, 2013). Estes resultados demonstraram que 0
polissacarideo estudado apresentou um efeito notavel, podendo ser explorado como uma

alternativa natural como antioxidante.

5 Conclusdo

De acordo com os resultados expostos de caracterizacdo, verificou-se que o
polissacarideo obtido de P. roquefortii ATCC 10110 trata-se de um polissacarideo com
ligagdes P do tipo 1—3 composto de glicose e galactose, ou seja, uma pB-(1—3)-
galactoglucan. Também foi possivel avaliar a influéncia da temperatura, pH e tempo de
extracdo dos polissacarideos obtidos através da Metodologia da Superficie de Resposta, sendo
86°C, 13 e 120min para temperatura, pH e tempo respectivamente, as condi¢cdes que foram
observados maior rendimento. Os testes antioxidantes "in vitro" demostraram que 0
polissacarideo obtido de P. roquefortii ATCC 10110 possui atividade de sequestro de radicais
livres superiores a outros polissacarideos, tendo o Trolox como controle positivo. Novos
estudos em curso nos permitirdo compreender 0s mecanismos precisos de acdo da atividade
antioxidante do polissacarideo isolado, como também, avaliagdo “in vivo” dessa atividade

utilizando testes em camundongos.
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CAPITULO IV

Extracdo, caracterizacdo e atividade antioxidante do polissacarideo obtido de Aspergillus niger

ATCC 1004
Revista: Carbohydrate Polymers
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo otimizar a extracdo, caracterizagdo quimica e avaliacdo
da capacidade antioxidante de polissacarideos da parede celular obtidos de Aspergillus niger
ATCC 1004. A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi aplicada para otimizar a
extracdo através do planejamento experimental fatorial de trés niveis, em que foram
encontrados para as variaveis o resultado de 13 para pH e 180 minutos para o tempo de
extracdo O0timos. . Os grupos funcionais e os tipos de ligacbes presentes no polissacarideo
foram identificados utilizando a espectroscopia de Infravermelho (FT-IR) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de *C e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) o que permitiram predizer que o polissacarideo em estudo é, possivelmente, uma -
(1—3)-a-(1—6)-galactoglucan, muito semelhantes aos perfis de espectros obtidos a partir da
analise de outros fungos. A atividade antioxidante da amostra foi avaliada através de dois
testes “in vitro”, que avaliam a capacidade de eliminacdo de radicais livres do 1,1-difenil-2-
picrilidrazilo (DPPH), e do 2,2-azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-suphonic &cido) diaménio
(ABTS"). Como resultado para o sequestro desses radicais, o valor de ECs, observado foi de
4,632mg/mL e 3,765 mg/mL para DPPH e ABTS, respectivamente. Assim, o polissacarideo

obtido de Aspergillus niger é uma fonte promissora na aplicagdo como antioxidante.

Palavras-chave: polissacarideo. Aspergillus niger. Caracterizacdo quimica. metodologia de

superficie de resposta. atividade antioxidante.

1 Introducéo

Os fungos sdo heterotréficos, eucariontes, geralmente filamentosos e multicelulares
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(Slivinski, 2007). Os fungos filamentosos, também conhecidos como bolores, sdo seres que
possuem parede celular rigida, sua reproducdo é sexual e/ou assexuada e sua estrutura
morfologica fundamental é a hifa. Podem se apresentar como seres unicelulares, na forma de
leveduras, ou multicelulares formadas por micelio (Tortora, 2012). Sdo de grande interesse
industrial, possuindo vasta oferta de produtos metabdlicos, entre eles: acidos, alcoois, esterois,
enzimas, antibidticos, corantes, pigmentos e polissacarideos (Rocha, 2010).

Aspergillus niger € composto de filamentos celulares longos. Faz parte de um grupo de
microrganismos aerdbicos fisiologicamente diversos, que vem sendo utilizados na
biotecnologia hd muitos anos, possuem em sua parede celular vérios polissacarideos e,
portanto, podem ser uma boa fonte de obtencdo desse composto (Koneman, 2012; Miyaoka,
2012; Rocha , 2010).

O polissacarideo é um tipo de polimero natural, geralmente composto de mais de 10
monossacarideos que estdo unidos por ligacbes glicosidicas em cadeias lineares ou
ramificadas com alto peso molecular (Yu, Shen, Song & Xie, 2017). Apresentam-se

principalmente nas formas de glucana, manana e galactana (Kaori Fukuda, 2009).

Os polissacarideos sdao amplamente distribuidos na natureza e sdo classificados de
acordo com o tipo de ligagdo glicosidica [a, B] da cadeia principal. Nos fungos, essas
moléculas participam como componentes do citosol, da parede celular e como polissacarideos
excretados no meio. As B-glucanas s@o as formas predominantes encontradas nos fungos
(Feofilova, 2010; Da Silva et al., 2006).

A aplicacdo mais recente e promissora dos polissacarideos estd relacionada a
utilizacdes médico-farmacéuticas e pode apresentar interesse na clinica médica associada a
possiveis aplicacdes em diferentes patologias, podendo atuar como: anti-inflamatério (Cheng
et al., 2016; Du et al., 2015), antitumoral (Hussain, Rather & Suradkar, 2017), potencial
imunomodulador (Kaori Fukuda et al., 2009; Yu et al., 2017) e antioxidante (Qu et al., 2016;
Chen et al., 2016).

Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi otimizar a extracdo, caracterizar e avaliar a
capacidade antioxidante do polissacarideo da parede celular do fungo Aspergillus niger, com
a finalidade de investigar seu potencial frente a alteracbes bioquimicas relacionadas ao

estresse oxidativo.
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2 Materiais e métodos
2.1 Microrganismo

O fungo A. niger ATCC 1004 foi obtido da Colecéo de Microrganismos de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). O microrganismo foi mantido em

Agar Batata Dextrose (BDA) & temperatura de 4°C até o inicio dos experimentos.

2.2 Condicdes de cultivo de A. niger

O fungo foi incubado em um meio de cultura de BDA para ativacdo durante 5 dias a
30°C (BOD SL200 / 90 Incubadora - SOLAB). Para o cultivo, o in6culo foi feito em meio
liquido utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de meio de cultura pH 5,0
contendo: 10 g/L de D-glicose, 3 g/L de extrato de levedura em p6, 3 g/L de extrato de malte
e 5g/L de peptona, seguindo a metodologia descrita por Manera et al. (2011) com algumas
modificacdes. Para o in6culo foram utilizados trés discos de 2 cm de diametro contendo o
microrganismo. A fermentacéo foi realizada a 150 rpm por 120 horas e temperatura de 30°C
em agitador rotativo (Incubadora shaker SL 222, SOLAB). Apds a fermentagdo, 0 meio de
cultura liquido inoculado foi filtrado a vacuo (bomba de filtro de vacuo TE-0582, TECNAL),
e a biomassa do microrganismo foi seca em estufa a 50°C e seguida da extracdo dos

biopolimeros (Dong et al., 2009).

2.3 Extracdo de polissacarideo de A. niger

A biomassa seca e triturada (0,5g) foi adicionado 50 mL de solucdo de hidréxido de
sodio em diferentes valores de pH (11, 12 e 13) e tempos de extracdo (60, 120 e 180 minutos)
e temperatura de 90°C. A suspenséo foi centrifugada (Modelo 206BL-EXCELSA) a 8.000 g
durante 15 min. O precipitado foi descartado e foi adicionado ao sobrenadante trés vezes do
volume de etanol absoluto, agitou vigorosamente e foi deixado por 12 horas a 4°C. Os
polissacarideos precipitados foram isolados através de uma centrifugacdo a 8.000g durante 20
min e posteriormente o sobrenadante foi descartado. O precipitado de polissacarideos bruto
obtido foi seco a 50°C até que fosse observado o peso constante. Os polissacarideos totais
foram determinados pelo método de fenol-acido sulfurico (Dubois, et. 1956). O rendimento

final foi avaliado com (p/p)% de polissacarideos por unidade de massa de biomassa seca.

2.4 Design experimental

Foi aplicado o delineamento fatorial de 3 niveis da metodologia de superficie de
resposta com duas variaveis independentes (pH e tempo de extracdo), que foi estudado em 3
niveis de variacdo, tendo como ponto central o valor de 12 para pH e 120 minutos para o
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tempo de extracdo (Matiazi, 2006). Todos os célculos e graficos neste trabalho foram
realizados usando o software Statistica® versdao 10.0, e incluindo a andlise de variancia
(ANOVA).

2.5 O peso molecular médio (MWNn) e grau de polimerizagdo (DPn)

O MWn e DPn dos polissacarideos foram determinados pela medida do valor do
acucar redutor utilizando o método colorimétrico do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller,
1959) e a dosagem dos carboidratos totais utilizando o método também colorimétrico de
fenol-acido sulfarico (Dubois et al , 1956); DPn = [(carboidratos totais em pg de D-glicose) /
(valor de redugdo em pg de maltose)] x 1.9; MWn = [(DPn) x 162] + 18 (Vettori, Franchetti
& Contiero, 2012).

2.6 Determinacao da concentracéo de proteina
A concentracdo de proteina total foi determinada através do método de Bradford

(1976) em que foi utilizada albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

2.7 Purificacdo do polissacarideo

A amostra de polissacarideo (15 mg/mL) foi aplicada em coluna Sephadex G-100
(Sigma, EUA) (30x1,0 cm), que foi previamente equilibrada em tampdo fosfato citrato de
sodio (0,05 mol L, pH 7,0), o qual também foi usado como fase mével. As fracées (1,5 mL)
foram colhidas e dosado polissacarideos totais em cada fracdo utilizando o método fenol-
acido sulfurico (Dubois et al, 1956).

2.8 Caracterizacdo quimica do polissacarideo

2.8.1 Analise de espectroscopia no infravermelho (FT-IR) e Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN)

Os polissacarideos foram caracterizados utilizando o método de espectroscopia de
Infravermelho (IR) com transformadas de Fourier (modelo Varian Inova 500). O polimero
apos seco foi moido e pressionado em pellets para medicdo espectral FT-IR na faixa de
frequéncia de 4000 - 500 cm™, com 20 varreduras. J& na anélise espectroscépica de RMN,
todos os espectros foram registrados a 343 K em um espectrometro Varian Inova 500 que
opera a 11,7 T, observando 1H a 500 MHz e 13C a 125 MHz e usando sonda direta. As
amostras foram dissolvidas em D20/DMSO (6:1) e transferidas para o tubo de RMN. O
DMSO foi usado como referéncia de mudanca quimica. D20 (99,9%) e DMSO (99,9%) eram
de Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (EUA).
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2.8.2 Composi¢do monomérica do polissacarideo

O polissacarideo de A. niger ATCC 1004 (20 mg) foi hidrolisado com acido
trifluoroacético 2M (TFA) a 90°C durante 8h, seguido de evaporagdo (Ruthes et al., 2013).
Depois de realizada a hidroélise, a amostra obtida foi solubilizada em &gua ultrapura, a solucéo
foi filtrada e analisada por CLAE usando a coluna Amines® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm
i.d.) (9 um) (BIO-RAD, Califérnia, EUA) e deteccdo de indice de refracdo; o volume de
injecdo foi de 20 uL. Para fase movel, foi utilizada uma solugdo aquosa de H,SO,4 0,01N de
forma isocratica a uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min e a temperatura da coluna foi mantida a
25°C. Foram utilizados padrfes de agUcares: glicose, rhamnose, manose, galactose, arabnose
e xilose (Sigma, EUA), todos com tratamento de hidrolise idéntico ao recebido pelo
polissacarideo, para a identificacdo dos picos de retencdo. Para a determinacdo da composicdo
monossacaridica foi realizada em dois experimentos independentes com resultados

consistentes.

2.9 Avaliacdo da capacidade antioxidante

A atividade antioxidante das amostras de polissacarideos de A. niger ATCC 1004
foram avaliadas utilizando os métodos de sequestro de radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazilo) e do radical ABTS™ (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), descrito
por Rufino et al., (2007), com modificacdes. Nos dois ensaios foram utilizadas amostras nas
concentracgdes (0,8, 1,6, 2,4, 3,2, 4,0, 4,8, 5,6 e 6,4 mg/mL). Para o de ensaio DPPH, 100uL
de cada concentracdo da amostra foi adicionada em 3,9 mL de uma solucdo metandlica de
DPPH (0,06 mM). A absorbéancia foi medida a 517 nm depois de 20 min a 25°C. No ensaio de
ABTS", inicialmente foi preparado o radical ABTS por reacdo da concentracdo de sal ABTS
(7 mM) com persulfato de potéssio (2,45 mM) e a mistura foi colocada ao abrigo de luz a
temperatura ambiente durante 16 h antes da utilizagdo. Ja a solucdo de ABTS" em estoque foi
diluida com etanol (absorbancia de 0,7 £0,005 nm) e incubada com 30pL da amostra nas
referidas concentragdes e 3,0mL da solucédo etandlica de ABTS. A absorbéancia foi medida em
comprimento de onda de 734 nm ap6s 6 minutos de incubacdo. Nos dois experimentos 0s
valores foram expressos como a concentracdo de amostra necessaria para reduzir 50% dos
radicais livres (ECsg). Nos dois ensaios (DPPH e ABTS"), a atividade antioxidante foi

observada utilizando o Trolox como controle positivo.



60

2.10 Anélise estatistica

Os dados foram expostos como media + desvio padrdo (SD) ou ECso com base nos
experimentos independentes. Diferencas significativas (p<0,05) foram detectadas por
ANOVA e com pos-teste de Tukey usando GraphPad 7.00.

3 Resultados e Discussao

3.1. Extracdo de polissacarideos

O planejamento fatorial de trés niveis foi aplicado para determinar as melhores
condicBes para a extracdo de polissacarideos do fungo A. niger. Os experimentos foram
realizados em diferentes niveis, fornecendo informacdes importantes para obter as condi¢Ges
ideais de extracdo dos polissacarideos, garantindo assim o maior rendimento. Os resultados

experimentais sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Planejamento experimental de fatorial de trés niveis aplicado na determinacéo do

tempo 6timo e pH da extracdo de polissacarideos de A. niger.

Experimento Tempo oH Rendimento Rendimento

(minutos) Encontrado (%) Esperado (%)
1 180 (+1) 11 (-1) 3,48 3,37
2 180 (+1) 12 (0) 4,56 4,98
3 180 (+1)  13(+1) 7,30 6,98
4 120 (0) 11 (-1) 2,94 2,76
5C 120 (0) 12 (0) 3,60 3,54
5C 120 (0) 12 (0) 3,40 3,54
5C 120 (0) 12 (0) 3,70 3,54
6 120 (0)  13(+1) 4,48 4,72
7 60 (-1) 11 (-1) 2,38 2,65
8 60 (-1) 12 (0) 2,96 2,60
9 60 (-1) 13(+1) 2,88 2,95

(C): ponto central; Os valores codificados sdo apresentados nos parénteses conforme descrito
na metodologia do modelo Box-Behnken.

A partir dos resultados obtidos com a aplicacdo da Metodologia de Superficie de

Resposta, com duas variaveis independentes (pH e tempo de extragdo) em 3 niveis de
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variacdo, totalizando 11 experimentos, foi possivel construir os gréficos de superficie e de
area apresentados na Figura 1.

@
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(A) Grafico de superficie de resposta  (B) Grafico de area

Figura 1. Influéncia do tempo e do pH na extracdo de polissacarideos obtidos de A. niger.

Apb6s a andlise do grafico de superficie de resposta (Figura 1A), foi possivel
determinar que o ponto de extracdo ideal na regido experimental foi de 180 minutos e 13 para
tempo e pH, respectivamente, obtendo um rendimento maximo de polissacarideos na faixa de
7,3%. Um estudo realizado por Wu et al. (2016) com polissacarideos isolados de
Paecilomyces hepiali foi observado um rendimento de 11,08% durante a extracdo com as
condicBes de 92°C para temperatura e 190 minutos para tempo, utilizando agua como
solvente. Os resultados sdo proximos aos dados encontrados no presente estudo, com 0s

polissacarideos de Aspergillus niger, entretanto, as condigdes de extracdo foram diferentes em
relacdo ao solvente, o que pode justificar a diferenga encontrada.

No gréafico de area (Figura 1B), foi possivel observar que com a reducdo de tempo e
pH, o rendimento de polissacarideo diminuiu. Esta diminuicdo ocorre porque a estrutura
molecular de um polissacarideo possui uma quantidade expressiva de hidroxilas. Estas
hidroxilas tém maior afinidade para 0 ambiente basico de pH e, portanto, a interacdo com o

meio e quanto maior o tempo de contato, maior a interacdo e solubilizacdo (Sampaio, 2014.)

200
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A funcdo quadrética obtida com a aplicacdo do planejamento Fatorial de 3 niveis que
descreve o comportamento das variaveis, pH e tempo, com relagdo ao rendimento total obtido
esta descrita na Equacéo 1:

Equacéo 1.

Rendimento (%) = 39,09 — 0,163(T) — 5,47(pH) + 0,199(pH)? + 0,138(T)(pH)

T: Temperatura em °C

A Tabela 2 mostra a Analise de Variancia (ANOVA), obtida a partir da avaliacdo do
tempo e pH na extracao de polissacarideos obtidos de A. niger.
Tabela 2. Anélise de Variancia (ANOVA) aplicada a otimizacdo de tempo e pH de

polissacarideos obtidos de A. niger.

Fonte de variacdo  SQ Gl MQ Fealculado Frabelado R’
Regressao 17,27857 5 3,455714 27,4 5,50

Residuo 0,630519 5 0,126104

Falta de ajuste 0,58385 3 0,194618 8,34 19,16 0,96
Puro erro 0,04667 2 0,023333

SQ total 17,9091 10

SQ: Soma quadratica; gl: Graus de liberdade; MQ: Média quadratica

A partir da analise da tabela 2, deduz-se que o modelo esta bem ajustado, obtendo uma
Fealculado Maior do que Fiapelado Para regressédo (27,4 > 5,5), com um intervalo de confianca de
95%. O R? obtido foi equivalente a 0,96, o que significa que 96% dos resultados encontrados
podem ser explicados pelo modelo experimental aplicado. O modelo ndo mostrou falta de
ajuste, com Feaiculado MENOTr que 0 Fiapelado (8,34 < 19,16). Portanto, os resultados apontam para
um tratamento estatistico representativo, os resultados obtidos sdo confidveis e as condi¢des
otimizadas podem ser utilizadas para extracdo de polissacarideos de A. niger com maior

rendimento.

3.2 Determinacédo da concentracao de proteina
A determinacdo da concentragdo de proteina pelo método de Bradford (1976) indicou
gue a amostra de polissacarideos de A. niger possui cerca de 1% de proteina, indicando assim

que a amostra € composta, em quase sua totalidade, por polissacarideos.
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3.3 Purificacéo do polissacarideo

A cromatografia em coluna Sephadex G-100 foi utilizada no processo de purificagdo e
os resultados mostraram a presenca de apenas um pico simétrico (Figura 2). Tais resultados
indicaram a presenca de apenas um tipo de polissacarideos,com grau de polimerizacdo e a
peso molecular, estimados em 23 e 375 x 107 Da, respectivamente de acordo com a aplicagdo
do método descrito por Vettori, Franchetti & Contiero (2012).

Concentagado (mg/mL)
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Figura 2. Perfil de eluicdo do polissacarideo no Sephadex G-100 tampédo fosfato citrato de
sodio (pH 7,0).

Diferentes tipos de técnicas cromatograficas sdo utilizadas com o propdsito de separar
os polissacarideos um do outro e/ou de contaminantes que ndo sdo carboidratos. A
cromatografia de filtracdo em gel é um método para purificacdo de polissacarideos neutros e
anionicos, amplamente utilizada e de resposta satisfatoria. A separacdo dos biopolimeros
ocorre de acordo ao seu peso molecular e volume hidrodindmico (Valasques Junior et al.,
2017).

3.4 Caracterizacdo quimica do polissacarideo de A. niger

3.4.1 Espectroscopia no infravermelho (FT-1V)
A Figura 3 mostra testes espectroscopicos na regido do infravermelho que permitiram

a identificacdo dos grupos funcionais caracteristicos de polissacarideos.
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Figura 3. Espectro de polissacarideo FT-IR produzido a partir de A. niger.

Na analise do polissacarideo obtido a partir da parede celular do fungo A. niger,
através da espectroscopia no infravermelho (FT-IR), bandas na regio entre 3436 cm™ e 3125
cm™ séo atribuidas ao estiramento axial O-H (Valasques Junior et al 2017); banda na regi&o
de 2922,2 cm™ esta relacionada ao estiramento axial C-H e o sinal na regido de 1645,5 cm™
atribuido as vibrac6es de dobramento H-O-H (Guo et al, 2013); a banda na regido de 1368,3
cm™ relaciona-se a vibrag&o de flexdo do grupo CH, (Wang et al., 2017) e a banda na regido
de 1055,3 cm™ pode ser descrita como uma vibragdo de deformacdo axial de grupos de C-O-C
presentes em um anel de seis &tomos de carbono, caracteristicos dos polissacarideos
(Valasques Junior et al., 2017; Zhang et al., 2018). A banda na regi&o de 858cm™ é indicativa
da presenca de ligacao B-glicosidica (Valasques et al., 2014).

A partir da analise feita pelo infravermelho, foi evidenciado que as substancia presente
na amostra tratam-se de polissacarideo, ja que, contém bandas caracteristicas além de uma
absorc&o na regifo de 1200-900 cm™, que estaatribuidos & carboidratos presentes em parede
celular, apresentando estiramento de vibraces de moléculas de C-O-C presentes em Vvarios
oligossacarideos e polissacarideos (De Melo Barbosa et al., 2004), corroborando com os

resultados encontrados nas amostras de polissacarideo de parede celular de A. niger.

Valasques Junioret al. (2014) produziram e caracterizaram a levedura Rhodotorula

mucilaginosa em que foi observada uma banda na regido préxima de 883cm™, cujo pico é
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indicativo de ligagéo B-glicosidica, isso também foi evidenciado na amostra de polissacarideo
de parede celular de A. niger, com pico de absorcéo na regido proxima de 858,8.

3.4.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A anélise dos espectros de RMN'H e *C do polissacarideo de parede celular de A.
niger foram avaliados para determinar os sinais caracteristicos de hidrogénio (*H) e carbono
(**C) presente na amostra de polissacarideo (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Espectros de RMN de *H de polissacarideo de A. niger.
De acordo com a figura 4, dois sinais sdo evidentes, o pico mais alto atribuido ao
carbono o anomérico (5,00 ppm) e um sinal proximo a 4,7 ppm provavelmente relacionado ao

carbono B.

Sampaio (2014) ao estudar o polissacarideo produzido a partir de L. fermentum
observou um sinal em & 4,96 ppm que ele atribuiu a a andmeros, semelhante aos encontrados
na amostra analisada. J& em estudo realizado por Gerwig et al. (2013), em que se produziu o
polimero de L. fermentum TDS 030603, foram encontrados quatro sinais (‘*H) em & 5,674; &
5,325 e 6 4,985; sugestivos de a andmeros, enquanto outro sinal em & 4,731 sugestivo de
anémero, confirmando dessa forma que na amostra estuda o sinal em 5,00 e outro proximo de
4,9 se trata de um o andmeros € na regido proximo de 4,7 um [ andmero. Sendo assim,
através do Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de (*H) de Aspergillus niger, foi
possivel observar semelhanca entre os resultados encontrados com os obtidos por Fukuda et
al. (2010), demonstrando cinco sinais, dentre eles dois sinais em 4,978 e 5,314 sugestivos de

a-anomero e dois sinais em 6 4,510 e 6 4,725 sugestivos de 3 andmeros.

-0.5
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Para a analise de "*C-RMN, 12 sinais foram encontrados (Figura 5).

180 160 140 120 100 80 60 40 20 (0]
Chemical Shift (ppm)

Figura 5. Espectros de RMN *3C do polissacarideo de A. niger.

Segundo os dados do RMN **C, o polimero isolado possui em sua cadeia um carbono
anomérico a representado pelo sinal intenso em 99.2 ppm ligado a um carbono C6 em 66,0
ppm, assim como possui um carbono anomérico  em 108 ppm ligado a um carbono C3 em
82,9 ppm, sendo caracterizado provavelmente como um polissacarideo de ligagdes o e B do

tipo -3 e 1—6.

Através da ampliacdo do Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono
(*C) de Aspergillus niger, foi demonstrado, assim como em estudo realizado por Sampaio
(2014), a ocorréncia de um unico tipo de carbono (97,66 ppm), no qual atribui ao carbono
anomérico alfa. Nos trabalho realizado por Da silva et al. (2008), ao isolar uma glucana
microparticulada insolivel em agua da parede celular do fungo Saccharomyces cerevisiae,
demonstrou um sinal em 102,60 ppm, sugerindo que a amostra pode se tratar de uma [-
glucanas (1—3), o que corrobora com os resultados encontrados na amostra de Aspergillus

niger.

Em outro estudo, Vasconcelos (2009) demonstrou que um unico sinal na regido de
carbono anomeérico caracteriza a molécula como um polimero linear e o proximo de 102,9
ppm indica que as unidades glucopiranosidicas estdo em configuracdo . Kaori Fukuda et al.
(2009) apresentou um polissacarideo acidico isolado da parede celular de Cylindrocladium,

cujos valores de RMN do **Cmostrou apenas dois sinais na regido anomérica, 6 107,1 ppm e
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176,2ppm, atribuidos, respectivamente, aos residuos p-galactofuranosidicos, confirmando que
o sinal (108ppm) encontrado no polimero extraido se trata realmente de um carbono [3-

anomérico.

Da Silva et al. (2006) tambem apresentou um polissacarideo insoltvel em agua que foi
obtido do extrato alcalino do corpo de frutificagdo do fungo Amanita muscaria cujosinal
encontrado em 99,62 ppm no espectro de RMN 13C foi atribuido aos 4&tomos do carbono
anomérico de unidades a-D-glucopiranosidicas (1—3) substituidas, confirmando dessa forma
o sinal em 99,2ppm encontrado na amostra de Aspergillus niger referente ao carbono o ao

carbono C3 em 82,9ppm.

3.4.3 Andlise da composicdo monomeérica

O polissacarideo foi hidrolisado por Acido Trifluoracético- TFA em unidades
monomeéricas e analisado por CLAE em que se revelou sua composicdo monomérica (Figura
4).
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Figura 6. Cromatograma CLAE da composi¢do monomeérica de A. niger ATCC 1004.
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Observaram-se diferentes picos de retencdo caracteristicos de diferentes acuUcares
presentes na composi¢do do biopolimero obtido do A .niger. Ao comparar com 0s tempos de
retencdo dos padrdes a amostra de polissacarideo, sugere-se que sua composicdo monomérica
seja de galactose (7,0, 7,9 e 9,5 minutos) e glicose (8,8 minutos). O pico no tempo de retencéo

18,1 minutos foi caracteristico tanto no padréo de galactose quanto de glicose.

Em estudo realizado por Lu et al., (2017) em que a estrutura de um polissacarideo
sulfatado do fungo Antrodia cinnamomeafoi caracterizado, foram encontrados igualmente no
presente estudo, a predominancia dos monossacarideos galactose e glicose, tratando-se se um
galactoglucan.

3.5 Atividade Antioxidante

O DPPH trata-se de uma radical livre relativamente instavel e pode aceitar um atomo
de hidrogénio ou elétrons para formar uma molécula estavel. Sendo assim, é um radical
amplamente utilizado na avaliacdo da atividade de eliminagdo de radicais livres (Qu et al.,
2016).

A partir da analise da Figura 7, foi possivel observar que a atividade de eliminacdo de
radicais DPPH foi dependente da concentragdo. Na maior concentragdo aplicada (6,4mg/ml),
a atividade de eliminacdo de radicais DPPH do polissacarideo e do trolox foi de 82,12% e
98,51%, respectivamente. O valor ECsy calculado (Tabela 3) foi de 4,632mg/mL.Estes
resultados indicam que o polissacarideo em estudo tem o potencial antioxidante em sequestrar

radical livre DPPH, confirmando assim, sua atividade antioxidante.
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Figura 7. Atividade antioxidante do polissacarideo isolado do fungo filamentoso Aspergillus
niger ATCC 1004 frente ao radical livre de DPPH (%).
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Qu et al. (2016) obteve em seu estudo com polissacarideos extraidos de Bletilla
striata, uma atividade de eliminagdo de radicais DPPH de aproximadamente 40% na
concentracdo de 5mg/mL, enquanto que o polissacarideo obtido no presente estudo mostrou
na concentracdo de 4,8mg/mL uma atividade proxima a 50%, mostrando atividade superior
em torno dessa concentragdo quando comparados. J&, paraWang et al. (2013), os dados com
polissacarideos obtidos de Aspergillus terreus, mostraram atividade de sequestro do radical
livre DPPH igual a 79,1% na concentracdo de 6,0mg/mL, valor de atividade bem proximo ao

encontrado para o polissacarideo de A. niger em concentracdo proxima.

O radical ABTS é vastamente aplicado na avaliacdo da atividade antioxidante de
extratos naturais (Ye et al., 2016). A partir da analise do grafico abaixo (Figura 8), foi
possivel observar que a capacidade de sequestrar radical livie ABTS também foi dependente
da concentracdo do polissacarideo. A atividade maxima de eliminacdo do radical ABTSfoi
observada na concentracdo de 6,4mg/mL, onde atingiu 75,94% de atividade, e o valor de ECsx

calculado, mostrado na Tabela 3, foi de 3,765 mg/mL.
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Figura 8. Capacidade de eliminacdo do radical ABTS (%) por polissacarideo isolado do
fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 1004.

Em um estudo desenvolvido por Li & Wang (2016), com polissacarideos obtidos de
Hohenbuehelia serotina, mostraram atividade de sequestro de radicais livres ABTS de no
méaximo, 50% na concentracdo de 6,0mg/mL, sendo que o de A. niger apresentou atividade
proxima a 70% nessa mesma concentragdo, evidenciando um possivel maior potencial

antioxidante.
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Tabela 3. Valores de ECs, para polissacarideos isolados do fungo filamentoso Aspergillus
niger ATCC 1004 em propriedades antioxidantes.

Atividade antioxidante ECso® (mg/mL)

Polissaccarideo
Capacidade de eliminacgdo no radical DPPH 4,632+0.21

Capacidade de eliminacdo no radical ABTS 3,765+0.06

# Valor de ECs: a concentragdo efetiva em que os radicais DPPH e ABTS foram eliminados em 50%; O valor

ECs, foi obtido por interpolagdo a partir da andlise de regresséo linear.

Portanto, foi observado que o polissacarideo exibiu um grau varidvel de atividade de
eliminacdo de radicais livres de maneira dependente da concentracdo para ambos os testes de
atividade antioxidante, e mostrou ser promissor quanto a sua utilizagdo como antioxidante,

podendo ser explorado com esse proposito.

4 Conclusao

Através da aplicacdo do planejamento fatorial de trés niveis e modelagem matemaética
foram observadas as condicGes 6timas de extracdo, sendo 180 minutos para o tempo e 13 para
pH. A partir da caracterizacdo guimica utilizando os métodos de Infravermelho, Ressonancia
Magnética Nuclear e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia sugeriram que a amostra
extraida da parede celular do fungo Aspergillus niger se trata de um galactoglucan com
ligacBes o e B ligadas no carbono 1—3 e 1—6, com tamanho molecular igual a 375 x 10’ Da.
O polissacarideo apresentou potencial em sequestro de radicais livres DPPH e ABTS,
entretanto, ndo foi encontrada a capacidade maxima de atividade antioxidante, provavelmente
alcancada com concentragdes superiores de polissacarideos. Neste contexto, o polissacarideo
produzido por Aspergillus niger ATTC 1004 demonstrou ser um produto com possivel
aplicacdo bioldgica no que tange a acdo em desordens bioquimicas associadas ao estresse

oxidativo.



71

REFERENCIAS

ABBAS, A.; DOBSON, A. D. W. Yeasts and Molds| Penicillium camemberti. 2011.

ADEOYE, A. O.; LATEEF, A.; GUEGUIM-KANA, E. B. Optimization of citric acid
production using a mutant strain of Aspergillus niger on cassava peel substrate. Biocatalysis
and Agricultural Biotechnology, v. 4, n. 4, p. 568-574, 2015.

AHMAD, Asif et al. Extraction and characterization of p-d-glucan from oat for industrial
utilization. International journal of biological macromolecules, v. 46, n. 3, p. 304-309,
2010.

AHMAD, Razi; KHARE, Sunil Kumar. Immobilization of Aspergillus niger Cellulase on

Multiwall carbon nanotubes for cellulose hydrolysis. Bioresource technology, 2017.

ALTEMIMI, Ammar et al. Ultrasound assisted extraction of phenolic compounds from
peaches and pumpkins. PloS one, v. 11, n. 2, p. e0148758, 2016.

BARRIOS-GONZALEZ, Javier; MIRANDA, Roxana U. Biotechnological production and
applications of statins. Applied microbiology and biotechnology, v. 85, n. 4, p. 869-883,
2010.

BENOIT-GELBER, 1. et al. Mixed colonies of Aspergillus niger and Aspergillus oryzae
cooperatively degrading wheat bran. Fungal Genetics and Biology, v. 102, p. 31-37, 2017.

BEZERRA, Marcos Almeida et al. Response surface methodology (RSM) as a tool for
optimization in analytical chemistry. Talanta, v. 76, n. 5, p. 965-977, 2008.

BLUMENTHAL, Cynthia Z. Production of toxic metabolites in Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, and Trichoderma reesei: justification of mycotoxin testing in food grade
enzyme preparations derived from the three fungi. Regulatory Toxicology and
Pharmacology, v. 39, n. 2, p. 214-228, 2004.

BORDENAVE, Nicolas; JANASWAMY, Srinivas; YAO, Yuan. Influence of glucan
structure on the swelling and leaching properties of starch microparticles. Carbohydrate
polymers, v. 103, p. 234-243, 2014.

BOWMAN, Shaun M. et al. Mutational analysis of the glycosylphosphatidylinositol (GPI)

anchor pathway demonstrates that GPI-anchored proteins are required for cell wall biogenesis



72

and normal hyphal growth in Neurospora crassa. Eukaryotic Cell, v. 5, n. 3, p. 587-600,
2006.

BOWMAN, Shaun M.; FREE, Stephen J. The structure and synthesis of the fungal cell wall.
Bioessays, v. 28, n. 8, p. 799-808, 2006.

BOX, George EP; BEHNKEN, Donald W. Some new three level designs for the study of
quantitative variables. Technometrics, v. 2, n. 4, p. 455-475, 1960.

BOYSEN, Marianne et al. Reclassification of the Penicillium roqueforti group into three
species on the basis of molecular genetic and biochemical profiles. Microbiology, v. 142, n.
3, p. 541-549, 1996.

BRADFORD, Marion M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry,
V. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976.

BRANDL, Julian, ANDERSEN, Mikael R. Aspergilli: Models for Systems Biology in
Filamentous Fungi. Current Opinion in Systems Biology, 2017.

BRUICE, P.Y. Espectroscopia de RMN, In Bruice, P.Y., Quimica Organica. S&o
Paulo:Pearson Education do Brasil, 2006, p.524-590.

CASTRILLO, Marta et al. Transcriptional basis of enhanced photoinduction of carotenoid
biosynthesis at low temperature in the fungus Neurospora crassa. Research in microbiology,
2017.

CERNA, Marcela et al. Use of FT-IR spectroscopy as a tool for the analysis of polysaccharide
food additives. Carbohydrate Polymers, v. 51, n. 4, p. 383-389, 2003.

CHEN, Yin et al. Preparation and characterization of an extracellular polysaccharide
produced by the deep-sea fungus Penicillium griseofulvum. Bioresource technology, v. 132,
p. 178-181, 2013.

CHEN, Yun et al. Polysaccharides from traditional Chinese medicines: extraction,

purification, modification, and biological activity. Molecules, v. 21, n. 12, p. 1705, 2016.

CHENG, Jing-Jy et al. Studies on anti-inflammatory activity of sulfated polysaccharides from
cultivated fungi Antrodia cinnamomea. Food Hydrocolloids, v. 53, p. 37-45, 2016.



73

CIUCANU, lonel; KEREK, Francisc. A simple and rapid method for the permethylation of
carbohydrates. Carbohydrate research, v. 131, n. 2, p. 209-217, 1984.

CORRADI DA SILVA, M. de L. et al. Purification and structural characterisation of (1 to 3; 1
to 6)-B-D-glucans (botryosphaerans) from Botryosphaeria rhodina grown on sucrose and
fructose as carbon sources: a comparative study. Carbohydrate polymers, 2005.

COSTANZO, Michael et al. A global genetic interaction network maps a wiring diagram of
cellular function. Science, v. 353, n. 6306, p. aaf1420, 2016.

CUI, Steve W. Structural analysis of polysaccharides. Food carbohydrates: Chemistry,
physical properties, and applications, v. 1, 2005.

DA SILVA, Maria de Lourdes Corradi et al. Caracterizacdo quimica de glucanas fangicas e

suas aplicacdes biotecnoldgicas. Quimica Nova, p. 85-92, 2006.

DA SILVA, Maria de Lourdes Corradi et al. Structural characterization of the cell wall D-
glucans isolated from the mycelium of Botryosphaeria rhodina MAMB-05. Carbohydrate
research, v. 343, n. 4, p. 793-798, 2008.

DE GROOT, Piet WJ; RAM, Arthur F.; KLIS, Frans M. Features and functions of covalently
linked proteins in fungal cell walls. Fungal Genetics and Biology, v. 42, n. 8, p. 657-675,
2005.

DE MELO BARBOSA, Aneli et al. Producdo e aplicacdes de exopolissacarideos

fangicos. Semina: Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, v. 25, n. 1, p. 29-42, 2004.

DE OLIVEIRA, Fabiola Cristina et al. Food protein-polysaccharide conjugates obtained via
the maillard reaction: A review. Critical reviews in food science and nutrition, v. 56, n. 7,
p. 1108-1125, 2016.

DING, Xiang et al. Structure elucidation and antioxidant activity of a novel polysaccharide
isolated from Tricholoma matsutake. International journal of biological macromolecules,
v.47,n. 2, p. 271-275, 2010.

DING, Xiang; HOU, Yi-ling; HOU, Wan-ru. Structure elucidation and antioxidant activity of
a novel polysaccharide isolated from Boletus speciosus Forst. International journal of

biological macromolecules, v. 50, n. 3, p. 613-618, 2012.



74

DOMINGUEZ-SANTOS, Rebeca et al. Casein phosphopeptides and CaCl2 increase
penicillin production and cause an increment in microbody/peroxisome proteins in

Penicillium chrysogenum. Journal of proteomics, v. 156, p. 52-62, 2017.

DONG, C.-H. et al. Application of Box-Behnken design in optimisation for polysaccharides
extraction from cultured mycelium of Cordyceps sinensis. Food and bioproducts
processing, v. 87, n. 2, p. 139-144, 2009.

DONOT, F. et al. Microbial exopolysaccharides: main examples of synthesis, excretion,
genetics and extraction. Carbohydrate Polymers, v. 87, n. 2, p. 951-962, 2012.

DU, Bin et al. An insight into anti-inflammatory effects of fungal beta-glucans. Trends in
Food Science & Technology, v. 41, n. 1, p. 49-59, 2015.

DUBOIS, Michel et al. Colorimetric method for determination of sugars and related

substances. Analytical chemistry, v. 28, n. 3, p. 350-356, 1956.

EVIDENTE, Antonio et al. Fungal metabolites with anticancer activity. Natural product
reports, v. 31, n. 5, p. 617-627, 2014.

FAN, Liuping et al. Effects of drying methods on the antioxidant activities of polysaccharides
extracted from Ganoderma lucidum. Carbohydrate Polymers, v. 87, n. 2, p. 1849-1854,
2012.

FEOFILOVA, E. P. The fungal cell wall: modern concepts of its composition and biological
function. Microbiology, v. 79, n. 6, p. 711-720, 2010.

FESEL, Philipp H.; ZUCCARO, Alga. B-glucan: Crucial component of the fungal cell wall
and elusive MAMP in plants. Fungal Genetics and Biology, v. 90, p. 53-60, 2016.

FREE, Stephen J. Fungal cell wall organization and biosynthesis. In: Advances in genetics.
Academic Press, 2013. p. 33-82.

FRISVAD, Jens C.; LARSEN, Thomas O. Chemodiversity in the genus Aspergillus. Applied
microbiology and biotechnology, v. 99, n. 19, p. 7859-7877, 2015.

FUKUDA, Kenji et al. Effects of carbohydrate source on physicochemical properties of the
exopolysaccharide produced by Lactobacillus fermentum TDS030603 in a chemically defined
medium. Carbohydrate Polymers, v. 79, n. 4, p. 1040-1045, 2010.



75

GARCIA-ESTRADA, Carlos; MARTIN, Juan-Francisco. Biosynthetic gene clusters for
relevant secondary metabolites produced by Penicillium roqueforti in blue cheeses. Applied
microbiology and biotechnology, v. 100, n. 19, p. 8303-8313, 2016.

GARCIA-RICO, Ramon O. et al. Heterotrimeric G protein alpha subunit controls growth,
stress response, extracellular protease activity, and cyclopiazonic acid production in

Penicillium camemberti. Fungal biology, v. 121, n. 9, p. 754-762, 2017.

GERWIG, Gerrit J. et al. Structure determination of the exopolysaccharide of Lactobacillus
fermentum TDS030603—A revision. Carbohydrate research, v. 378, p. 84-90, 2013.

GILLOT, Guillaume et al. 1-Octanol, a self-inhibitor of spore germination in Penicillium
camemberti. Food microbiology, v. 57, p. 1-7, 2016.

GOFFREDO, Giovanni Battista et al. Nanotechnology on wood: The effect of photocatalytic
nanocoatings against Aspergillus niger. Journal of Cultural Heritage, v. 27, p. 125-136,
2017.

GUO, Shoudong et al. Preparation, structural characterization and antioxidant activity of an
extracellular polysaccharide produced by the fungus Oidiodendron truncatum GW. Process
Biochemistry, v. 48, n. 3, p. 539-544, 2013.

HILLMAN, Ethan T.; READNOUR, Logan R.; SOLOMON, Kevin V. Exploiting the natural
product potential of fungi with integrated-omics and synthetic biology approaches. Current
Opinion in Systems Biology, v. 5, p. 50-56, 2017.

HOUBRAKEN, Jos; FRISVAD, Jens C.; SAMSON, Robert A. sex in Penicillium series
Roqueforti. IMA fungus, v. 1, n. 2, p. 171-180, 2010.

HU, Tingting et al. Antioxidant activity of sulfated polysaccharide fractions extracted from
Undaria pinnitafida in vitro. International journal of biological macromolecules, v. 46, n.
2, p. 193-198, 2010.

HUSSAIN, Peerzada R.; RATHER, Sarver A.; SURADKAR, Prashant P. Structural
characterization and evaluation of antioxidant, anticancer and hypoglycemic activity of
radiation degraded oat (Avena sativa) B-glucan. Radiation Physics and Chemistry, v. 144,
p. 218-230, 2018.

IYYAPPAN, J. et al. Malic acid production by chemically induced Aspergillus niger MTCC
281 mutant from crude glycerol. Bioresource technology, v. 251, p. 264-267, 2018.



76

JI, Yu-Bin et al. Optimizing the extraction of anti-tumor polysaccharides from the fruit of
Capparis spionosa L. by response surface methodology. Molecules, v. 17, n. 6, p. 7323-7335,
2012,

JUNIOR, Gildomar L. Valasques et al. Extraction optimization and antinociceptive activity of
(1— 3)-p-d-glucan from Rhodotorula mucilaginosa. Carbohydrate polymers, v. 105, p.
293-299, 2014.

KAGIMURA, Francini Yumi et al. Biological activities of derivatized d-glucans: A
review. International journal of biological macromolecules, v. 72, p. 588-598, 2015.

KAORI FUKUDA, Eliane et al. Polissacarideos de parede celular fungica: purificacdo e

caracterizacdo. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 30, n. 1, 2009.

KELLER, Nancy P.; TURNER, Geoffrey; BENNETT, Joan W. Fungal secondary
metabolism—from biochemistry to genomics. Nature Reviews Microbiology, v. 3, n. 12, p.
937, 2005.

KOLEVA, Irina I. et al. Screening of plant extracts for antioxidant activity: a comparative

study on three testing methods. Phytochemical analysis, v. 13, n. 1, p. 8-17, 2002.

KRASNIEWSKI, Isabelle et al. Impact of solid medium composition on the conidiation in

Penicillium camemberti. Process Biochemistry, v. 41, n. 6, p. 1318-1324, 2006.

KRIJGSHELD, P. et al. Development in Aspergillus. Studies in mycology, v. 74, p. 1-29,
2013.

KUIVANEN, Joosu; PENTTILA, Merja; RICHARD, Peter. Metabolic engineering of the
fungal D-galacturonate pathway for L-ascorbic acid production. Microbial cell factories, v.
14,n. 1, p. 2, 2015.

KULKARNI, Shraddha; NENE, Sanjay; JOSHI, Kalpana. Production of Hydrophobins from
fungi. Process Biochemistry, v. 61, p. 1-11, 2017.

LAI, Jixiang et al. Optimization of ultrasonic assisted extraction of antioxidants from black
soybean (Glycine max var) sprouts using response surface methodology. Molecules, v. 18, n.
1, p. 1101-1110, 2013.



77

LE DREAN, Gwenola et al. Quantification of Penicillium camemberti and P. roqueforti
mycelium by real-time PCR to assess their growth dynamics during ripening

cheese. International journal of food microbiology, v. 138, n. 1-2, p. 100-107, 2010.

LECLERCQ-PERLAT, Marie-Noélle et al. Dynamics of Penicillium camemberti growth
quantified by real-time PCR on Camembert-type cheeses under different conditions of

temperature and relative humidity. Journal of dairy science, v. 96, n. 6, p. 4031-4040, 2013.

LI, Peigin et al. Extraction optimization of water-extracted mycelial polysaccharide from
endophytic ~ fungus Fusarium  oxysporum Dzfl7 by  response  surface

methodology. International Journal of Molecular Sciences, v. 13, n. 5, p. 5441-5453, 2012.

LI, Shuhong et al. Purification, antitumor and immunomodulatory activity of polysaccharides
from soybean residue fermented with Morchella esculenta. International journal of

biological macromolecules, v. 96, p. 26-34, 2017.

LI, Xiaoyu; WANG, Lu. Effect of extraction method on structure and antioxidant activity of
Hohenbuehelia ~ serotina  polysaccharides. International  journal of  biological
macromolecules, v. 83, p. 270-276, 2016.

LIMBERGER-BAYER, Valéria M. et al. Barley pB-glucans extraction and partial
characterization. Food chemistry, v. 154, p. 84-89, 2014.

LU, Mei-Kuang et al. Characterization of a sulfated galactoglucan from Antrodia
cinnamomea and its  anticancer = mechanism  via  TGFB/FAK/Slug  axis

suppression. Carbohydrate polymers, v. 167, p. 229-239, 2017.

MAGNELLI, P. E. CIPOLLO. JF; ROBBINS, PW Glucanase-driven fractioation allows
redefinition of Shizoccharomyces pombe cell wall compositon and structure: assigment of
diglucan. Analytical Biochemistry, p. 202-212, 2005.

MAHAPATRA, Subhadip; BANERJEE, Debdulal. Fungal exopolysaccharide: production,
composition and applications. Microbiology insights, v. 6, p. MBI. S10957, 2013.

MANERA, Ana Paula et al. Utilizagdo de residuos agroindustriais em processo
biotecnologico para producdo de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082.
2011.

MATIAZI, H. J. Otimizacdo da extracdo de glucanas insoluveis da parede celular de

Saccharomyces cerevisiae, sua acdo hipocolesterolémica e os efeitos na clastogenicidade



78

e teratogenicidade causadas pela exposicdo aguda a ciclofosfamida em camundongos.
2006. Tese de Doutorado. Tese de Doutorado]-Londrina, PR. Centro de Ciéncias Agrarias,

Universidade Estadual de Londina.

MILLER, Gail Lorenz. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar. Analytical chemistry, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959.

MIOSO, R.; TOLEDO MARANTE, F. J.; HERRERA BRAVO DE LAGUNA, I. Penicillium
roqueforti: a multifunctional cell factory of high value-added molecules. Journal of applied
microbiology, v. 118, n. 4, p. 781-791, 2015.

MORETTI, Antdnio; SARROCCO, Sabrina. Fungi. Encyclopedia of Food and Health, p.
162-168, 2015.

NAGAI, Takeshi et al. Preparation and antioxidant properties of water extract of
propolis. Food chemistry, v. 80, n. 1, p. 29-33, 2003.

NIE, Shaoping et al. Bioactive polysaccharides from Cordyceps sinensis: Isolation, structure
features and bioactivities. Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre, v. 1, n. 1, p. 38-52,
2013.

NIELSEN, Jens Christian et al. Global analysis of biosynthetic gene clusters reveals vast
potential of secondary metabolite production in Penicillium species. Nature microbiology, V.
2,n.6,p. 17044, 2017.

NIGAM, Darshika; ASTHANA, Monika; KUMAR, Avnish. Penicillium: A Fungus in the
Wine and Beer Industries. In: New and Future Developments in Microbial Biotechnology
and Bioengineering. 2017. p. 187-200.

NUANPENG, Sunan et al. Ethanol production from sweet sorghum by Saccharomyces
cerevisiae DBKKUY-53 immobilized on alginate-loofah matrices. Brazilian Journal of
Microbiology, 2018.

OLIVEIRA, G. L. S. Determinacgdo da capacidade antioxidante de produtos naturais in vitro
pelo método do DPPHe: estudo de revisdo. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 17,
n. 1, p. 36-44, 2015.

ORLANDELLI, Ravely Casarotti et al. Screening of endophytic sources of

exopolysaccharides: preliminary characterization of crude exopolysaccharide produced by



79

submerged culture of Diaporthe sp. JF766998 under different cultivation time. Biochimie
Open, v. 2, p. 33-40, 2016.

PARDO-PLANAS, Oscar et al. Prevention of melanin formation during aryl alcohol oxidase
production under growth-limited conditions using an Aspergillus nidulans cell factory.
Bioresource technology, v. 243, p. 874-882, 2017.

PAULUSSEN, Caroline et al. Ecology of aspergillosis: insights into the pathogenic potency
of Aspergillus fumigatus and some other Aspergillus species. Microbial biotechnology, v.
10, n. 2, p. 296-322, 2017.

PAZUR, JOHN. H. Neutral polysaccharides. Carbohydrate analysis: a practical approach.
2th ed. Oxford, U K: Oxford University Press, p.181, 1994.

PRAKASH, R.; JHA, S. N. Basics of the genus Aspergillus. International Journal of
Research in Botany, v. 4, n. 2, p. 26-30, 2014.

Ql, Gaoxiang et al. Solvents production from cassava by co-culture of Clostridium
acetobutylicum and Saccharomyces cerevisiae. Journal of Environmental Chemical
Engineering, v. 6, n. 1, p. 128-133, 2018.

Ql, Huimin et al. Antioxidant activity of different sulfate content derivatives of
polysaccharide extracted from Ulva pertusa (Chlorophyta) in vitro. International journal of
biological macromolecules, v. 37, n. 4, p. 195-199, 2005.

QU, Yan et al. Optimization of infrared-assisted extraction of Bletilla striata polysaccharides
based on response surface methodology and their antioxidant activities. Carbohydrate
polymers, v. 148, p. 345-353, 2016.

RAGHUKUMAR, Seshagiri. Fungi: Characteristics and Classification. In: Fungi in Coastal
and Oceanic Marine Ecosystems. Springer, Cham, 2017. p. 1-15.

RIZZELLO, Carlo Giuseppe et al. Hydrolysate from a mixture of legume flours with
antifungal activity as an ingredient for prolonging the shelf-life of wheat bread. Food
microbiology, v. 64, p. 72-82, 2017.

ROCHA, Christiane Pereira. Otimizagdo da producdo de enzimas por Aspergillus niger
em fermentacé@o em estado solido [dissertacdo]. Uberlandia: Programa de Pds Graduacdo em
Engenharia Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Faculdade de Engenharia Quimica,
2010.



80

RUFINO, M. D. S. M. et al. Metodologia cientifica: determinagdo da atividade antioxidante
total em frutas pela captura do radical livre ABTS°+. Embrapa Agroindustria Tropical-
Comunicado Técnico (INFOTECA-E), 2007.

RUFINO, M. D. S. M. et al. Metodologia cientifica: determinagdo da atividade antioxidante
total em frutas pela captura do radical livre DPPH. Embrapa Agroindustria Tropical-
Comunicado Técnico (INFOTECA-E), 2007.

RUTHES, Andrea Caroline et al. Fucomannogalactan and glucan from mushroom Amanita
muscaria: Structure and inflammatory pain inhibition. Carbohydrate polymers, v. 98, n. 1,
p. 761-769, 2013.

SAMPAIO, Mariana Gomes Vidal. Producdo e caracterizagdo de um polissacarideo
bacteriano com vistas a seu potencial biotecnoldgico [dissertacdo]. Recife: P6s Graduacéo

em Biotecnologia Industrial, Universidade Federal de Pernambuco, 2014.

SAMSON, Robert A. et al. Phylogeny, identification and nomenclature of the genus
Aspergillus. Studies in mycology, v. 78, p. 141-173, 2014.

SANCHEZ, Sergio; DEMAIN, Arnold L. Metabolic regulation of fermentation processes.
Enzyme and Microbial Technology, v. 31, n. 7, p. 895-906, 2002.

SANTOS, R.R.M. Aproveitamento do carogo do agai como substrato para a producdo de
enzimas por fermentacdo em estado solido. 2010.83p. Dissertacdo (Mestrado em

Biotecnologia)- Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Carlos, 2010.

SEGERS, Frank JJ et al. The indoor fungus cladosporium halotolerans survives humidity
dynamics markedly better than aspergillus niger and penicillium rubens despite less growth at
lowered steady-state water activity. Applied and environmental microbiology, v. 82, n. 17,
p. 5089-5098, 2016.

SHARADA, R. et al. APPLICATIONS OF CELLULASES-REVIEW. International

Journal of Pharmaceutical, Chemical & Biological Sciences, v. 4, n. 2, 2014.

SHARMA, Shivani; KHANNA, P. K.; KAPOOR, S. Optimised isolation of polysaccharides
from Lentinula edodes strain NCBI JX915793 using response surface methodology and their

antibacterial activities. Natural product research, v. 30, n. 5, p. 616-621, 2016.



81

SHEN, Jin-Wen; SHI, Chao-Wen; XU, Chun-Ping. Exopolysaccharides from Pleurotus
pulmonarius: Fermentation optimization, characterization and antioxidant activity. Food

Technology and Biotechnology, v. 51, n. 4, p. 520, 2013.

SHI, Lei. Bioactivities, isolation and purification methods of polysaccharides from natural
products: A review. International journal of biological macromolecules, v. 92, p. 37-48,
2016.

SILVA, Maria de Lourdes Corradi da et al. Caracterizagdo quimica de glucanas fangicas e
suas aplicacdes biotecnoldgicas. Quimica Nova, p. 85-92, 2006.

SLIVINSKI, Christiane Trevisan. Producdo, purificagdo parcial e caracterizagdo
bioguimica de glucoamilase de Aspergillus niger obtida por fermentacdo em estado

solido. Universidade Estadual de Ponta Grossa. Brasil, 2007.

SMITH, Helen; DOYLE, Sean; MURPHY, Richard. Filamentous fungi as a source of natural
antioxidants. Food chemistry, v. 185, p. 389-397, 2015.

SOKOLOV, S. S. et al. Comparative Analysis of the Structural Role of Proteins and
Polysaccharides in Cell Walls of the Yeasts Hansenula polymorphaand Saccharomyces
cerevisiae. In: Doklady Biochemistry and Biophysics. Kluwer Academic Publishers-Plenum
Publishers, 2002. p. 172-175.

SOUZA, Bartolomeu WS et al. Chemical characterization and antioxidant activity of sulfated
polysaccharide from the red seaweed Gracilaria birdiae. Food Hydrocolloids, v. 27, n. 2, p.
287-292, 2012.

STATSOFT, I. N. C. STATISTICA (Data Analysis Software System), Version 10 (Tulsa,
Oklahoma, USA, Stat-Soft Inc.). 2011.

STUBIGER, Gerald et al. Characterization of yeasts and filamentous fungi using MALDI
lipid phenotyping. Journal of microbiological methods, v. 130, p. 27-37, 2016.

SUN, Hai-Hong et al. Isolation, chemical characteristics and antioxidant properties of the
polysaccharides from marine fungus Penicillium sp. F23-2. Carbohydrate polymers, v. 78,
n. 1, p. 117-124, 20009.

SYNYTSYA, Andriy; NOVAK, Miroslav.  Structural  diversity of  fungal
glucans. Carbohydrate polymers, v. 92, n. 1, p. 792-809, 2013.



82

TEDERSOO, Leho et al. Global diversity and geography of soil fungi. science, v. 346, n.
6213, p. 1256688, 2014.

TIAN, Suyang et al. Optimization conditions for extracting polysaccharide from Angelica
sinensis and its antioxidant activities. Journal of food and drug analysis, v. 25, n. 4, p. 766-
775, 2017.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia, 10? edi¢do. Editora Artmed,
Porto, 2012.

VALASQUES JUNIOR, Gildomar L. et al. Extraction optimization and antinociceptive
activity of (1— 3)-p-d-glucan from Rhodotorula mucilaginosa. Carbohydrate polymers, v.
105, p. 293-299, 2014.

VALASQUES JUNIOR, Gildomar L. et al. The extraction and characterisation of a
polysaccharide from Moniliophthora perniciosa CCMB 0257. Natural product research, v.
31, n. 14, p. 1647-1654, 2017.

VALKO, Marian et al. Free radicals, metals and antioxidants in oxidative stress-induced

cancer. Chemico-biological interactions, v. 160, n. 1, p. 1-40, 2006.

VASCONCELOS, Ana Flora Dalberto. p-glucanas de isolados fungicos do género
Botryosphaeria: producéo, caracterizacdo quimica e atividade anticoagulante [tese]. Rio

Claro: P6s Graduacdo Em Ciéncias Biologicas, 20009.

VETTORI, Mary Helen Palmuti Braga; FRANCHETT]I, Sandra Mara Martins; CONTIERO,
Jonas. Structural characterization of a new dextran with a low degree of branching produced
by Leuconostoc mesenteroides FT045B dextransucrase. Carbohydrate polymers, v. 88, n. 4,
p. 1440-1444, 2012.

WANG, Chunyan et al. Purification, structural characterization and antioxidant property of an
extracellular polysaccharide from Aspergillus terreus. Process Biochemistry, v. 48, n. 9, p.
1395-1401, 2013.

WANG, Jungiao et al. Structural characterization and immunostimulatory activity of a glucan

from natural Cordyceps sinensis. Food hydrocolloids, v. 67, p. 139-147, 2017.

WANG, Li; LIU, Hua-Min; QIN, Guang-Yong. Structure characterization and antioxidant
activity of polysaccharides from Chinese quince seed meal. Food chemistry, v. 234, p. 314-
322, 2017.



83

WANG, Xin et al. Optimization, partial characterization and antioxidant activity of an
exopolysaccharide from Lactobacillus plantarum KXO041. International journal of
biological macromolecules, v. 103, p. 1173-1184, 2017.

WANG, Zheng et al. Using evolutionary genomics, transcriptomics, and systems biology to
reveal gene networks underlying fungal development. Fungal Biology Reviews, 2018.50-56,
2017.

WANG, Zhi-Jun et al. Review on cell models to evaluate the potential antioxidant activity of
polysaccharides. Food & function, v. 8, n. 3, p. 915-926, 2017.

WEYDERT, Christine J.; CULLEN, Joseph J. Measurement of superoxide dismutase,
catalase and glutathione peroxidase in cultured cells and tissue. Nature protocols, v. 5, n. 1,
p. 51, 2010.

WU, Zhongwei et al. Extraction, characterization and antioxidant activity of mycelial
polysaccharides from Paecilomyces hepiali HN1. Carbohydrate polymers, v. 137, p. 541-
548, 2016.

XU, Xiongbo et al. Purification and characterization of a glucan from Bacillus Calmette
Guerin and the antitumor activity of its sulfated derivative. Carbohydrate polymers, v. 128,
p. 138-146, 2015.

XU, Yaqgin et al. Characterization, antioxidant and hypoglycemic activities of degraded
polysaccharides from blackcurrant (Ribes nigrum L.) fruits. Food chemistry, v. 243, p. 26-
35, 2018.

XU, Zhou et al. Characteristics and bioactivities of different molecular weight
polysaccharides from camellia seed cake. International journal of biological
macromolecules, v. 91, p. 1025-1032, 2016.

YADAV, Ajar N. et al. Biodiversity of the genus Penicillium in different habitats. In: New

and Future Developments in Microbial Biotechnology and Bioengineering. 2017. p. 3-18.

YAN, Mengxia et al. Structural elucidation of the exopolysaccharide produced by the
mangrove fungus Penicillium solitum. Carbohydrate polymers, v. 111, p. 485-491, 2014.

YE, Zipeng et al. Box—Behnken design for extraction optimization, characterization and in
vitro antioxidant activity of Cicer arietinum L. hull polysaccharides. Carbohydrate
polymers, v. 147, p. 354-364, 2016.



84

Y1, Juanjuan et al. Optimization of purification, identification and evaluation of the in vitro
antitumor activity of polyphenols from Pinus koraiensis pinecones. Molecules, v. 20, n. 6, p.
10450-10467, 2015.

YU, Yue et al. Biological activities and pharmaceutical applications of polysaccharide from
natural resources: A review. Carbohydrate Polymers, 2017.

YU, Yue et al. Sulfated polysaccharide from Cyclocarya paliurus enhances the
immunomodulatory activity of macrophages. Carbohydrate polymers, v. 174, p. 669-676,
2017.

ZHANG, Guoying et al. Purification and antioxidant effect of novel fungal polysaccharides
from the stroma of Cordyceps kyushuensis. Industrial Crops and Products, v. 69, p. 485-
491, 2015.

ZHANG, Xiao-Yu et al. Dynamic changes in antioxidant activity and biochemical
composition of tartary buckwheat leaves during Aspergillus niger fermentation. Journal of
Functional Foods, v. 32, p. 375-381, 2017.

ZHANG, Yanging et al. A galactomannoglucan derived from Agaricus brasiliensis:
Purification, characterization and macrophage activation via MAPK and IkxB/NFkB
pathways. Food chemistry, v. 239, p. 603-611, 2018.

ZHANG, Yali et al. Sulphated modification of a polysaccharide obtained from fresh
persimmon (Diospyros kaki L.) fruit and antioxidant activities of the sulphated
derivatives. Food chemistry, v. 127, n. 3, p. 1084-1090, 2011.

ZHANG, Yanging et al. A galactomannoglucan derived from Agaricus brasiliensis:
Purification, characterization and macrophage activation via MAPK and IxB/NF«kB
pathways. Food chemistry, v. 239, p. 603-611, 2018.

ZHAO, Yujia et al. Enhancing oleanolic acid production in engineered Saccharomyces

cerevisiae. Bioresource Technology, 2018.



85

4. CONCLUSAO GERAL

Os fungos P. camembertii ATCC 4845, P. roquefortii ATCC 10110 e Aspergillus
niger ATCC 1004 demonstraram ser promissores na producao de biomoléculas com potencial
aplicacdo na area médico-farmacéutica. Sendo assim, estes fungos filamentosos foram
estudados com o propdésito de otimizar as condigdes de obtencdo de polissacarideos, e
identificar o potencial biotecnoldgico, no tocante a suas atividades antioxidantes. Portanto, em
relacdo a atividade antioxidante, foi constatado que as amostras de polissacarideos dos
diferentes fungos possuem a capacidade de sequestrar radicais livres, em que foram
observados baixos valores de ECs; com poténcia superior aos polissacarideos isolados de
outras fontes.

Desse modo, pode-se inferir que os fungos filamentosos utilizados nesse estudo,
possuem potencial biotecnolédgico na aplicacdo como possivel agente terapéutico relacionado
a desordens metabdlicas ligadas ao estresse oxidativo. Entretanto, além de sua adequada
caracterizacdo, estudos toxicologicos e farmacotécnicos devem ser realizados com finalidade

de verificar sua seguranca para propor uma possivel utilizacdo em humanos.



