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RESUMO

Aspergillus ¢ um dos géneros mais conhecidos e estudados de fungos filamentosos. Nessa
perspectiva, diferentes biomoléculas oriundas desses microrganismos vém sendo pesquisadas
quanto a sua produgdo e atividades bioldgicas, principalmente os polissacarideos. Sabe-se que
as condi¢des em que os microrganismos se encontram afetam o seu metabolismo e, portanto,
na producao das biomoléculas e no seu crescimento. Desta forma, o presente trabalho objetivou
produzir, caracterizar e avaliar as atividades biologicas de polissacarideos da biomassa (parede
celular) e exopolissacarideos obtidos a partir de A. aculeatus crescido em dois meios de cultura
distintos, bem como verificar a acdo destes meios sob a produgao desse tipo de biomolécula e
no crescimento (area e peso) da espécie estudada. Para tanto, a producdo de polissacarideos por
A. aculeatus ocorreu sob fermentagdo submersa em um meio contendo caldo de batata e glicose
em pH 7,2 (meio de cultura 1) e outro contendo extrato de malte, glicose, extrato de levedura e
peptona em pH 5,5 (meio de cultura 2). Ambas fermentagdes ocorreram em 13 dias, 120 rpm
e 30°C. Apos esta etapa, os polissacarideos da biomassa e exopolissacarideos foram extraidos,
liofilizados, pesados e armazenados. Para avaliacao da influéncia da composi¢ao dos meios de
cultura e pH, foi utilizado o peso médio da biomassa de cada meio de cultura, bem como o peso
médio de polissacarideos obtidos. Ademais, foi realizado um teste em placa para averiguar o
crescimento microbiano, de modo que os meios de cultura 1 e 2 foram acrescidos de agar,
inoculados com A. aculeatus e fotogratados para medi¢do de area dos micélios nos dias 3, 5 e
7 apos incubagdo em estufa a 30°C por 13 dias. Tanto na fermentagao submersa quanto em
placa, o pH foi medido no 13° dia. Os dados foram analisados através do teste 7-student
bicaudal com 95% de confianca. Apods notacao dos dados, um dos grupos de polissacarideos foi
selecionado para as etapas de caracterizagdo por espectrometria de massas e analises de
atividades bioldgicas antibacteriana, pelo método de concentragdo inibitéria minima, e
antitumoral, por MTT. Como resultado, foi observado um maior crescimento (peso) fungico no
meio de cultura 2 em fermentagdo submersa (p<0,01), embora em placa ndo tenha sido
observado diferenca entre as amostras (p>0,4). Visivelmente, foi constatado uma maior
disposi¢ao de esporos no meio de cultura 1. Houve uma maior producao de polissacarideos de
biomassa em relagdao a exopolissacarideos (p<0,01), porém dentro de cada grupo, ndo houve
diferen¢a na producdo entre os meios utilizados. 4. aculeatus aumentou o pH na fermentacao
submersa em ambos os meios, enquanto que em placa o meio de cultura 1 ficou mais acido
(p<0,001) e o meio de cultura 2 mais alcalino (p<0,001). O grupo de polissacarideos
caracterizados apresentou glicose e xilose em diferentes conformagdes em sua estrutura e nao
demonstrou acdo antibacteriana e antitumoral nas cepas e linhagens celulares selecionadas.
Comprovou-se com alguns dados deste trabalho que as condigdes ambientais podem influenciar
no metabolismo e crescimento fingico, bem como foi evidenciada a capacidade de A. aculeatus
se adaptar a eles através da modulacao do pH descrita. Além disso, o presente trabalho contribui
para os estudos em torno da bioprospec¢do fungica e para o conhecimento da espécie A.
aculeatus.

Palavras-chaves: Fermentacdo submersa. Parede celular. Exopolissacarideos. Potencial
bioldgico. Bioprospecgao.



ABSTRACT

Aspergillus is one of the best known and most studied genera of filamentous fungi. In this
perspective, different biomolecules from these microorganisms have been researched about
their production and biological activities, mainly polysaccharides. It is known that the
conditions in which microorganisms are found affect their metabolism and, therefore, the
production of biomolecules and their growth. Thus, the present work aimed to produce,
characterize and evaluate the biological activities of biomass polysaccharides (cell wall) and
exopolysaccharides obtained from A. aculeatus grown in two different culture media, as well
as verify the action of these media on the production of this type of biomolecule and in the
growth (area and weight) of the studied species. For this, the production of polysaccharides by
A. aculeatus occurred under submerged fermentation in a medium containing potato broth and
glucose and pH 7.2 (culture medium 1) and another containing malt extract, glucose, yeast
extract and peptone ande pH 5.5 (culture medium 2). Both fermentations happened for 13 days,
120 rpm and 30°C. After this step, the biomass polysaccharides and exopolysaccharides were
extracted, lyophilized, weighed and stored. To evaluate the influence of the composition of the
culture media and pH, the average weight of the biomass of each culture medium was used, as
well as the average weight of polysaccharides obtained. In addition, a plate test was performed
to verify microbial growth, so that culture media 1 and 2 were added with agar, inoculated with
A. aculeatus and photographed to measure the mycelia area on days 3, 5 and 7 after incubation
in an oven at 30°C for 13 days. In both submerged and plate fermentation, the pH was measured
on the 13th day. Data were analyzed using the two-tailed T-student test with 95% confidence.
After notation of the data, one of the groups of polysaccharides was selected for the
characterization step by mass spectrometry and analysis of the antibacterial activity, by the
method of minimum inhibitory concentration, and antitumor, by MTT. As a result, greater
fungal growth (weight) was observed in culture medium 2 in submerged fermentation (p<0.01),
although no difference between samples was observed on plate (p>0.4). Clearly, there was a
greater disposition of spores in the culture medium 1. There was a greater production of biomass
polysaccharides in relation to exopolysaccharides (p<0.01), however, within each group, there
was no difference in production between the used media. A. aculeatus increased the pH in the
submerged fermentation in both media, while in plate culture medium 1 was more acidic
(p<0.001) and culture medium 2 more alkaline (p<0.001). The group of characterized
polysaccharides presented glucose and xylose in different conformations in their structure,
although they did not demonstrate antibacterial and antitumor action in the selected cell lines
and strains. It was proved with some data from this work that environmental conditions can
influence the metabolism and fungal growth, as well as the ability of 4. aculeatus to adapt to
them through the described pH modulation was evidenced. In addition, the present work
contributes to studies on fungal bioprospection and to the knowledge of the species A.
aculeatus.

Keywords: Submerged Fermentation. Cell wall. Exopolysaccharide. Biological potential.

Bioprospecting.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo seres eucariontes encontrados em diferentes ambientes e capazes de
colonizar uma variedade de substratos, como solo, dgua e plantas (AZEVEDO; BARATA,
2018). Essas caracteristicas contribuem para a prospec¢ao desses microrganismos, de modo que
milhares de espécies ja foram catalogadas.

A importancia economica dos fungos ¢ vasta, uma vez que sdo entidades produtoras de
inimeras substancias e biomoléculas, a exemplo das enzimas, ndo estando apenas vinculados a
doencas e a decomposi¢cao de materiais (SINGH; SINGH, 2014). Desta maneira, os fungos
apresentam diferentes aplicagdes na sociedade, como na industria farmacéutica para produgao
de farmacos, na industria de alimentos e bebidas em diferentes processos biotecnoldgicos e na
industria agropecudria atuando no controle bioldgico de pragas e doengas. Assim, tendo em
vista esse cenario de multiplas aplicagdes, o uso de microrganismos destaca-se em relacao a
outras fontes de biomoléculas levando-se em conta fatores como a producdo em condigdes
climaticas regulaveis, possibilidade de utilizacdo de matérias-primas regionais, rapidez na
obtenc¢do do produto e necessidade de espago relativamente pequeno (FARIA, 2002).

No que tange as moléculas bioativas, as investigacdes acerca de polissacarideos
fingicos seguem em ascensdo. Essa notoriedade resulta da ampla utilizagdo dos polissacarideos
na industria de alimentos, agindo como espessantes e geleificantes, e por apresentarem, por
vezes, agdes bioldgicas antioxidante (PRATHYUSHA; SHEELAB, BRAMHACHARIA,
2018) antitumoral (LI et al., 2018), imunomodulatoria (WANG et al., 2021), antibacteriana
(EL-GHONEMY, 2021), entre outras.

Ainda nesse viés, em termos de producdo, os polissacarideos fungicos sdo obtidos,
majoritariamente, por fermentacdo submersa. Entretanto, ¢ importante ressaltar que a
quantidade e o tipo de polissacarideos a serem gerados, podem variar de acordo com a espécie
microbiana utilizada, a composil¢do do meio de cultura em que tal microrganismo ira se
desenvolver e os fatores fisico-quimicos aos quais este crescimento serd submetido, como a
temperatura, pH, agitacdo e aeracdo (BARCELOS et al., 2020). Além disso, mesmo sendo
aplicados parametros similares, a produgao de polissacarideos de parede celular, também
chamados de polissacarideos da biomassa, difere naturalmente da producao de
exopolissacarideos (EPS), sendo estes ultimos os mais estudados entre os polissacarideos
fangicos (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015).

Mundialmente, Aspergillus ¢ um dos géneros mais conhecidos e estudados dentre os
fungos filamentosos, apresentando 344 espécies caracterizadas (HOUBRAKEN; SAMSON,
YILMAZ, 2016). Desta forma, desde o seu descobrimento até os dias atuais, Aspergillus spp.
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foram amplamente utilizados para obten¢do de moléculas como enzimas, acidos organicos e
polissacarideos (PARK et al., 2017; OSINSKA-JAROSZUK et al., 2020)

Diante do exposto, embora Aspergillus seja aplicado em varios estudos de
bioprospeccao, ha poucos dados na literatura acerca de polissacarideos oriundos da espécie 4.
aculeatus, uma vez que apenas a a¢ao antitumoral e imunomodulatdria de EPS foram relatadas
(LTetal.,2016; Ll et al., 2020). Seguindo esta premissa, objetiva-se com este trabalho elucidar
aproducao de EPS e polissacarideos da biomassa (parede celular) de 4. aculeatus, evidenciando
os efeitos da composicao do meio no crescimento € na producdo destas biomoléculas pela
espécie fungica, bem como caracterizar parcialmente e avaliar as bioatividades de um dos

grupos de polissacarideos analisados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir, caracterizar parcialmente e avaliar atividades bioldgicas de polissacarideos obtidos

de Aspergillus aculeatus em dois meios de cultura com composi¢ao distintas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o crescimento (didmetro e peso) de A. aculeatus em diferentes meios de cultura
solido e liquido;

Avaliar a modulagdo do pH por 4. aculeatus em diferentes meios de cultura sélido e
liquido;

Avaliar a producdo de polissacarideos de biomassa (parede celular) e
exopolissacarideos obtidos a partir de A. aculeatus em diferentes meios de cultura a
partir de fermentagdo submersa;

Extrair os polissacarideos da biomassa e exopolissacarideos obtidos a partir de A.
aculeatus em diferentes meios de cultura,

Selecionar um grupo de polissacarideos oriundos de A. aculeatus para avaliacao das
bioatividades e caracterizagdo quimica;

Avaliar a atividade antimicrobiana de polissacarideos oriundos de 4. aculeatus pelos
métodos de determinagdo da concentracao inibitoria ¢ bactericida minima,

Avaliar a atividade antitumoral em células de cancer de pulmao e citotoxicidade dos
polissacarideos oriundos de A4. aculeatus pelo método MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazélio);

Realizar a caracterizagdo quimica parcial por MALDI-TOF de polissacarideos oriundos

de 4. aculeatus.
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CAPITULO I:

REFERENCIAL TEORICO

1 FUNGOS

Os microrganismos s3o essenciais para o meio ambiente e contribuem para a
estabilidade dos ecossistemas, participando de processos ecoldgicos basicos como os ciclos
biogeoquimicos e cadeias alimentares, muitas vezes mantendo relagdes ecoldgicas com outros
organismos vivos (PACE, 1997). Dentre os seres microscopicos existentes, os fungos merecem
destaque por estarem presentes nos diferentes panoramas ambientais da Terra (KOWALCZYK;
BENOIT, DE VRIES, 2014) e pelo seu papel nos costumes culturais e, até mesmo, na evolu¢ao
do homem ao longo da historia (ROMERO; GIUDICESSI, VITALE, 2021).

Denomina-se como fungos um grupo de organismos eucariontes, heterotroficos,
unicelulares ou constituidos por um sistema de filamentos ramificados (hifas) - leveduras ou
fungos filamentosos, respectivamente. Destes, as leveduras sdo, majoritariamente, anaerdbias
facultativas e os fungos filamentosos aerébios (TORTORA; FUNKE, CASE, 2016).

Além destas caracteristicas, os fungos apresentam uma nutri¢ao absortiva. Deste modo, para
adquirir nutrientes, estes microrganismos secretam enzimas para o espaco extracelular,
responsaveis por clivar as macromoléculas presentes em seu habitat, como polissacarideos e
proteinas, e, posteriormente, absorvem os mondmeros resultantes (AZEVEDO; BARATA,
2018). Apos absorcao, os nutrientes adquiridos podem ser utilizados para biossintese dos
proprios elementos estruturais fungicos e como fonte de energia para sua sobrevivéncia
(ALCANTARA et al, 2001).

No meio ambiente, em uma visdo limitada, observa-se os fungos como agentes
decompositores e causadores de doengas aos seres humanos, animais e plantas. Entretanto, ao
expandir esse olhar, os fungos constituem-se de uma possibilidade em potencial para obten¢ao
de novas moléculas bioativas, tais como os antibidticos, a exemplo da penicilina (LETEK,
2020). Assim, além da aplicagdes na industria farmacéutica, estes microrganismos apresentam
grande importancia na industria alimenticia, biorremediagdo de areas degradadas e outros
processos biotecnoldgicos devido a sua extensa variedade de metabolitos (SINGH; SINGH,
2014; PARK et al., 2017; OSINSKA-JAROSZUK et al., 2020).

Estima-se que existam mais de 2 milhdes de espécies fungicas dispostas no ambiente,
entretanto, apenas 1200 espécies foram devidamente caracterizadas (HAWKSWORTH;
LUCKING, 2017; AZEVEDO; BARATA, 2018). O reino em que estas espécies estdo

incluidas, denominado Reino Fungi, ¢ atualmente dividido em quatro filos: Chytridiomycota,
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Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota. Dos filos mencionados, os dois ultimos
apresentam maior destaque, uma vez que o filo Ascomycota ¢ o que apresenta maior nimero
de fungos descritos, incluindo o género Aspergillus, enquanto o filo Basidiomycota compreende
os cogumelos e fungos evolutivamente mais diferenciados (ATHAYDE, 2011; BARREIRO et
al.,2012).

1.1 GENERO 4spergillus: CARACTERISTICAS GERAIS

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729 (SAMSON et al., 2014).
Trata-se do género mais comum dentre os fungos filamentosos, além de mais abundante, com
mais de 340 espécies catalogadas (HOUBRAKEN; SAMSON, YILMAZ, 2016). Estes
microrganismos sao capazes de nutrir-se de diversos substratos e crescerem em uma gama de
condigdes abidticas, a exemplo da temperatura, que pode variar entre 6 ¢ 55 °C, apesar da
temperatura 6tima para crescimento da maioria desses fungos estar em torno de 20 a 30°C
(RHODES, 2006).

Os fungos deste género sdo facilmente reconhecidos. Nessa perspectiva, a identificacao
ocorre frequentemente pela estrutura reprodutiva, ja que se reproduzem principalmente pela
formagdo de esporos assexuados, denominados conidios, produzidos em estruturas
multicelulares chamadas conidi6éforos. Os conidioforos sdo usualmente asseptado e com a base
em forma de “T” ou “L”, conectada a uma hifa vegetativa (SAMSON et al., 2014; TORTORA;
FUNKE, CASE, 2016).

Algumas das espécies de Aspergillus podem levar a degradagao de alimentos ou ainda
parasitar insetos, plantas e animais, incluindo o homem. Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, por exemplo, sdo capazes de contaminar alimentos e produzirem diferentes
tipos de aflatoxinas, um agente carcinogénico (YOGENDRARAJAH et al., 2015), enquanto
que Aspergillus fumigatus € responsavel por infecgdes fungicas graves em humanos,
conhecidas como aspergiloses, a qual pode levar ao comprometimento pulmonar dos
pacientes (BAMFORD et al., 2020).

Em contrapartida, estes microrganismos podem também ser benéficos, atuando como
importantes agentes econdomicos devido suas aplicagdes biotecnoldgicas. Assim, os fungos do
género Aspergillus vem sendo amplamente estudados e apontados como produtores de
antibioticos (OLA et al., 2014), enzimas (SANGEETHA et al., 2020), pigmentos (SARAVAN
et al., 2020), polissacarideos (LI et al., 2016; BALASUBRAMANIAN et al., 2019), entre

outras biomoléculas.
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1.1.1 Aspergillus aculeatus

A. aculeatus ¢ uma das espécies de Aspergillus comumente isolada do solo e de frutas
em decomposi¢ao. Considerando seu habitat, a espécie ja esteve associada como causa de
podriddo seca em tomates (FAJOLA, 1979) e na podridao de cacho de uvas, juntamente com
outros fungos do mesmo género (JARVIS; TRAQUAIR, 1984; LEONG; HOCKING, PITT,
2004), mas também foi relatada como um fungo endofitico, isto ¢, microrganismo que habita o
interior de uma planta sem causar sintomas ou doengas na mesma (relacao de endossimbiose)
(CAMPOS et al., 2005).

A espécie apresenta semelhancas com outras espécies do género devido a presenca de
esporos negros (Figura 1) e outros critérios morfoldgicos como forma, tamanho e ornamentagao
de conidios; sendo estas caracteristicas usualmente aplicadas para classificar o género. No
entanto, devido as semelhangas, a identificacdo correta dos fungos a nivel de espécie costuma

ser mais laboriosa.

Figura 1. Micélio de 4. aculeatus.

Fonte: A autora.

Nesse sentido, para melhor diferenciacdo das espécies e de seus clados, Varga et al.
(2011) realizaram um estudo com Aspergillus da seccao Nigri analisando o gene da calmodulina
de diferentes espécies. No estudo em questdo, verificou-se que o clado de 4. aculeatus apresenta
as espécies A. aculeatinus, A. uvarum, A. japonicus, A. fijiensis, € A. violaceofuscus.
Posteriormente, Jurjevi¢ et al. (2012) ao avaliar os genes da B-tubulina, calmodulina, RNA
polimerase II (RPB2) e o fator alfa de alongamento da tradugdo (TEF), mostraram que A.
trinidadensis, A. floridensis, A. brunneoviolaceus também participam do clado de 4. aculeatus.

Além destes, outros trabalhos enfatizam a diferenciacdo molecular das espécies do

género Aspergillus como a melhor alternativa para a especiagao correta (SAMSON et al., 2014;
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GAUTIER; NORMAND, RANQUE, 2016; DE VRIES et al., 2017, HOUBRAKEN et al.,
2020). Diante desse panorama, atualmente, A. aculeatus ¢ taxonomicamente caracterizado
como pertencente ao reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem Eurotiales,
Familia Trichocomaceae, Género Aspergillus, seccao Nigri.

Ademais, sabe-se que temperatura ¢ um fator importante para o crescimento fingico e
producdo de metabolitos. Nesse sentido, A. aculeatus cresce entre 10 e 42°C, com temperatura
otima préxima de 30°C (LEONG; HOCKING, PITT, 2004). Os demais parametros, como meio
de cultivo, agitacao e dias de fermentacdo, variam de acordo com o objetivo de cada estudo.

Entre os metabdlitos produzidos por 4. aculeatus, varios estudos contemplam a producao
de enzimas, como tanases (BANERJEE; MONDAL, PATI, 2007), endoglucanases (NAIKA et
al., 2009), B-galactosidases (BABA et al., 2015), celulase, peptidades, amilases (MAIA;
FRAGA, 2017) e poligalacturonases (SILVA et al., 2019), além de outras biomoléculas como
acido galico (BANERJEE; MAHAPATRA, PATI, 2007), sesquiterpernos (GAO et al., 2015),
acido secalonico D e F (YODSING et al., 2018), Acurina A (WOLFF et al., 2020) e
polissacarideos (LI et al., 2016. L1 et al., 2020).

2 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sao biomoléculas constituidas por mais de 20 unidades de
monossacarideos, como por exemplo: glicose, manose, galactose, xilose, arabinose, entre
outras. Para formacao dos polissacarideos, cada unidade (mondmero) encontra-se ligada a outra
por ligacdes glicosidicas (a ou f), formando estruturas distintas que podem apresentar pesos
moleculares variados (nimero de monossacarideo por molécula), além de diferentes
conformagdes (linear, ramificada, helicoidal) e posi¢des das ligagdes. Ademais, os glicanos,
nome também utilizado para se referir aos polissacarideos, podem ser classificados como
homopolissacarideos, os quais contém somente uma Unica espécie monomeérica (a celulose, por
exemplo), e heteropolissacarideos, que contém dois ou mais tipos diferentes de monossacarideo
(como os glicosaminoglicanos) (NELSON; COX, 2018).

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre na forma de polissacarideos,
sendo estes polimeros de média a alta massa molecular. Sabe-se ainda que os polissacarideos
podem ser sintetizados em diferentes estagios do ciclo de vida de todos os organismos vivos
com diferentes finalidades (MAHAPATRA; BANERIJEE, 2013). Nesse contexto, os
polissacarideos produzidos por microrganismos vém ganhando destaque econdmico devido as
suas aplicagdes em setores industriais distintos e sua obtencdo facilitada com relacdo a outras

fontes, como plantas e animais (FARIA, 2002).
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Diante disso, as novas funcionalidades dos polissacarideos na industria também
favoreceram a utilizagdo de microrganismos para sua obten¢do em decorréncia da maior
demanda por essas biomoléculas. Nessa perspectiva, por tempos os polissacarideos foram
conhecidos quase que exclusivamente por suas aplicagcdes em alimentos, como espessantes €
geleificantes, por exemplo. No entanto, nas Ultimas décadas, as investigagdes sobre as
atividades biologicas dos polissacarideos aumentaram, elucidando-os como importantes

agentes para saude (MAUGERI; GOUDBECK, 2019).

2.1 POLISSACARIDEOS FUNGICOS

Os polissacarideos fingicos podem ser obtidos por diferentes bioprocessos de acordo
com a sua localizacdo na célula microbiana. Levando em consideragdo este fator, os glicanos
apresentam a seguinte classificagdo: (i) polissacarideos citosolicos, (ii) polissacarideos da
biomassa (parede celular) e (iii) exopolissacarideos ou polissacarideos extracelulares (EPS),
polissacarideos que sdo excretados para o meio onde o microrganismo se encontra (DONOT et
al., 2012).

Seguindo esse viés, a parede celular dos fungos atua na prote¢ao osmotica, além de
contribuir na determinagdo da forma das células e o tipo de crescimento que o fungo apresenta
(miceliano ou leveduriforme) (BEATRIZ; CAMBAZA, 2015). Tal estrutura ¢ composta
principalmente por polissacarideos e, em menor teor, proteinas e lipideos ligados a eles. A
quantidade e complexidade dos polissacarideos presentes na parede celular podem variar de
acordo com grupos taxondmicos: o filo Ascomycota, por exemplo, apresenta majoritariamente
quitinas e glucanas (DEACON, 2006).

As quitinas s3o polimeros lineares de N-acetil-D-glucosamina com ligagdes [-1,4 e as
glucanas sdo polimeros da glicose que podem apresentar ligagdes 3-1,3, B-1,6 ou 6-1,3, sendo
as estruturas beta as mais abordadas na literatura (KAGIMURA et al., 2015; NELSON; COX,
2018). Essas moléculas e os demais polissacarideos gerados pelos fungos sdo sintetizados ao
longo do metabolismo priméario destes microrganismos (figura 2). Uma vez produzidos, os
polissacarideos podem, além de compor a parede celular, serem liberados para o meio
extracelular, a depender, entre outros fatores, do tipo de microrganismo e das condigdes

ambientais em que ele se encontra.
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Figura 2 - Esquema geral das principais vias metabolicas dos fungos.
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No que tange os polissacarideos excretados pelos fungos (EPS), sdo importantes agentes
de sobrevivéncia para esses microrganismos. Os mesmos podem atuar no processo de
degradacdo de xenobidticos, impedir a desidratacdo da hifa, colaborar com a adesdo ao
substrato e entre as células, favorecer a infeccdo do hospedeiro através da formagao de capsula
ou biofilme, a depender da espécie; ou ainda auxiliar na imobiliza¢do de enzimas extracelulares
e estocagem de nutrientes na matriz extracelular (MANZONI; ROLLINI, 2001; BARBOSA et
al, 2004).
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Elucidando a a¢do dos exopolissacarideos, Chung ¢ Brown (2020) esbocaram a
estrutura da parede celular fungica de Aspergillus, a qual ¢ formada em sua maioria por
um polimero ndo ramificado de N-acetil galactosamina e galactose (GAG) (Figura 3). Esse
mesmo polimero pode ser excretado e auxiliar na formacdo da matriz extracelular,
desencadeando os efeitos anteriormente mecionados mediante a desacetilagdo dos

residuos.

Figura 3 - Polimero GAG em Aspergillus.
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Fonte: Chung; Brown, 2020 — adaptado.

Em contrapartida, além de contribuir para o desenvolvimento e sobrevivéncia dos
fungos, ¢ importante ressaltar que, quando isolados, os exopolissacarideos, assim como 0s
polissacarideos da biomassa, podem apresentar atividades biologicas relevantes para a
humanidade, como acdo antioxidante, anticoagulante, antimicrobiana, entre outras. Deste
modo, os exopolissacarideos (EPS) tornaram-se particularmente interessantes por apresentarem
uma variedade de aplicacdes nas induastrias farmacéuticas, alimenticias, agricola e de

cosméticos (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).
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Nesse contexto, os polissacarideos produzidos através de processos fermentativos com

fungos do género Aspergillus vém sendo caracterizados e relatados como moléculas bioativas

em diferentes estudos (Tabela 1).

Tabela 1. Atividades bioldgicas de polissacarideos obtidos a partir de Aspergillus sp.

Espécies
Aspergillus
fumigatus
Aspergillus sp. Y16
Aspergillus
versicolor LCJ-5-4
Aspergillus terreus
Aspergillus
fumigatus
Aspergillus
fumigatus
Aspergillus
fumigatus
Aspergillus
versicolor Nabe
Aspergillus
aculeatus

Aspergillus terréus

Aspergillus oryzae

Aspergillus
aculeatus

Aspergillus terreus

SEI

Aspergillus sp.
DHEG6

Tipo
EPS

EPS
EPS

EPS

Parede celular

EPS

Parede celular

EPS

EPS

EPS

Parede celular

EPS

EPS

EPS

Atividades bioldgicas

Absorg¢ao de metais
pesados

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Ativagdo da resposta
imune inata
Antioxidante e
antitumoral

Imunomodulatoria

Antioxidante

Antitumoral

Antitumoral

Inibidor de a-amilase

Imunomodulatoéria

Anticoagulante e

antitumoral

Antioxidante e

antimicrobiana

Autor(es)*

LIAN et al., 2008

CHEN et al, 2011
CHEN et al., 2012

WANG et al., 2013
DUBEY et al.,
2014

JIN; ZHAO, 2014

BECKER et al.,
2016
YAN et al, 2016

Lletal, 20162

Lletal, 2016°

ZHANG et al.,
2017
LI et al., 2020

AMER;
ZAGHLOUL,
IBRAHIM, 2020
EL-GHONEMY,
2021

Legenda: *Estudos em ordem cronoldgica; EPS = exopolissacarideos. Fonte: A autora.
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3 FERMENTACAO

A fermentacdo constitui-se de um processo pelo qual os microrganismos obtém energia
através dos nutrientes cedidos pelo meio de cultivo e geram diferentes produtos naturais
relevantes para a industria a partir de seu crescimento (CASADEI, 2012). Diante disso, os
processos fermentativos tornaram-se conhecidos e aplicados a milhares de anos na historia,
apresentando grande importancia econdmica. Apesar disto, ¢ valido ressaltar que o sucesso de
um processo fermentativo, além da viabilidade do microrganismo aplicado, depende da
composi¢ao do meio de cultivo, o qual geralmente apresenta fontes de carbono, nitrogénio e
outros compostos (MANAN; WEBB, 2018).

Entre os tipos de fermentagdo encontram-se a fermentacdo submersa (FS), também
chamada de fermentagao em estado liquido, e a fermentagao em estado sélido (FES). A primeira
apresenta como vantagens um maior controle dos parametros fisico-quimicos e a
biodisponibilidade dos nutrientes, sendo mais aplicada nos processos industriais. Ja a FES ¢ a
menos onerosa, mas compreende um processo geralmente mais lento devido as barreiras de
difusdo impostas pela natureza sélida do meio fermentado e auséncia de agua livre (CHEN,
2013; FARINAS et al., 2014).

No contexto histoérico, a fermentacdo submersa teve maior notoriedade pela obtengdo de
vinhos e cervejas, sendo mais tarde aplicada para a obtencdo e isolamento de inimeras
biomoléculas. Neste tipo de fermentagdo, um microrganismo ¢ introduzido em um meio liquido
na forma de in6culo, permanecendo em fermentadores com agitacdo e aeracao controlados,
corre¢ao de pH e temperatura, propiciando maior acessibilidade dos nutrientes pelo organismo
vivo (ROVEDA, 2007; SHARMA; OBEROI, DHILLON, 2016). Em contrapartida, ¢ na
fermentacdo em estado soélido em que o indculo encontra-se em um ambiente que imita o
ambiente natural dos fungos (ARORA; RANI, GOSH, 2018).

Para a producao de enzimas, ambos os tipos de fermentacdo podem ser utilizados. Nesse
sentido, Doriya ef al. (2016) ressalta que a FES apresenta menores chances de contaminagao,
devido ao menor teor de agua e que pode ter elevado rendimento e atividade do produto, o que
¢ corroborado pelos estudos de Subramaniyam e Vimala (2012), Farinas e colaboradores (2014)
e Arora, Rani e Gosh al. (2018). Entretanto, ao se tratar de polissacarideos fungicos, a

fermentagdo submersa ainda ¢ o método mais aplicado (LI ez al., 2016; EL-GHOMENY, 2021).
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3.1 INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA NA PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS

Os microrganismos sdo capazes de se adaptar ao seu habitat natural. Nessa perspectiva, as

condigdes que o ambiente apresenta, sejam bidticas ou abiodticas, podem influenciar no
metabolismo microbiano e, consequentemente, nas moléculas que sao produzidas. O mesmo
ocorre com os meios de cultura (um habitat sintético), pois o pesquisador pode definir quais
nutrientes serdo oferecidos ao microrganismo e ainda em quais condigdes, como temperatura e
pH, seu crescimento ocorrerd. Diante desse cenario, destaca-se também que a quantidade
disponivel dos nutrientes também pode interferir na producdo de biomoléculas microbianas
(BARBOSA et al., 2004).

Acerca da producdo de polissacarideos, sdo fatores relevantes a serem analisados na

composi¢ao do meio de cultivo:

a) Fonte de carbono: a utilizacdo dos carboidratos oferecidos pelo meio de cultivo ¢
fundamental para a producdo de energia e polissacarideos pelos fungos (DEACON,
2006). Entre as principais substancias utilizadas para este fim se encontram: glicose,
maltose e sacarose.

b) Fontes de nitrogénio: estas fontes podem ser organicas, como peptona e extrato de
levedura, ou inorganicas, como sulfato de amonio e nitratos em geral. Para avaliar a real
influéncia desse fator deve-se considerar o tipo de microrganismo (BARBOSA et al.,
2004).

¢) Microelementos: estes sdo sais inorganicos, metais € ndao metais, essenciais a
composi¢ao de enzimas, vitaminas, entre outras estruturas celulares (BASU et al.,
2015). Entre essas moléculas se destacam na producdo de polissacarideos fingicos o
K2HPO4 e MgSOs.

d) Agitagdo: variam de acordo com a espécie fungica. A agita¢ao atua de modo a melhorar
a distribuicao de nutrientes dissolvidos no meio, bem como a oxigenagao.

e) Temperatura e pH: relacionam-se com a melhor atividade metabolica do
microrganismo. Acerca do pH, os microrganismos apresentam mecanismos de
modulagdo do meio que permitem o seu desenvolvimento (VYLKOVA, 2017).

A tabela a seguir (Tabela 2) evidencia a utilizagdao desses diferentes paradmetros no cultivo

e produgdo de polissacarideos por algumas espécies de microrganismos do género Aspergillus.
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Tabela 2. Meios de cultura e estruturas de polissacarideos produzidos por Aspergillus sp.
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Legenda: RPM = rotagdes por minuto; NI = nfo informado; NA
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4 CARACTERIZACAO DE POLISSACARIDEOS

No que tange a caracterizacdo de polissacarideos, a aplicacdo da Espectrometria de
massas (MS) vem ganhando espaco junto a outras técnicas como Espectroscopia no
infravermelho (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), uma vez que os estudos na area da metabolomica microbiana estdo em
ascensdo (BELINATO et al., 2019). Tal alternativa € possivel porque a MS ¢ um método
analitico capaz de detectar moléculas em concentragdes muito baixas (pmol), considerando a
relagdo massa-carga (m/z), e ainda identifica-las ao nivel molecular (HARRIS, 2008).

Um espectrometro de massas ¢ formado por trés componentes: fonte de ionizagdo,
analisador de massas ¢ detector (SKOOG et al., 2010). Diante disso, diferentes combinagdes
de fontes de ioniza¢do e analisadores de massas permitem uma variedade de tipos de
espectrometros de massas no mercado. Entretanto, apesar das variedades disponiveis, o tipo de
espectrometro de massas utilizado em cada analise deve ser determinado de acordo com as
caracteristicas de cada estudo, isto ¢, molécula a ser analisada e tipo de informacao desejada
(qualitativa ou quantitativa) (HOFFMANN; STROBANT, 2007).

Para analises de polissacarideos, o espectrofotometro MALDI-TOF (do inglés, Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization e Time-of-Flight) ¢ amplamente atribuido por ser capaz
de caracterizar moléculas maiores e apresentar alta sensibilidade (HUNG et al., 2012). Nessa
perspectiva, LOPEZ-GARCIA e colaboradores (2016) demonstraram a aplicagdo da técnica
para caracterizacao de B-glucanas sem tratamento prévio (derivatizagdo) ou purificacao.

Além disto, considerando o peso molecular, Andrade et al. (2015) obtiveram bons
resultados de deteccdo em uma extensdo de massas de 4000 a 20000 m/z em um estudo
comparativo de diferentes matrizes e solventes para a analise de microalgas por MALDI-TOF
MS. Entretanto, outros estudos apontam a metodologia como mais eficaz na analise moléculas
de massas intermediarias (a partir de m/z 500), fazendo-se necessario, por vezes, um tratamento
para hidrolise parcial dos glicanos, formando-se assim oligossacarideos (CHIZHOV et al.,
1998; DEERY; STIMSON, CHAPPELL, 2001; GHOSH et al., 2008; GUNL; KRAEMER,
PAULY, 2011; HUNG et al., 2012; KIMURA et al., 2012; Al et al., 2015).

Quanto a execugdo, a metodologia MALDI inicia-se com a deposi¢cdo da amostra em uma
placa junto com uma matriz até que a mistura fique cristalizada. Apo6s a cristalizagao, a placa ¢
irradiada com um laser, cuja energia ¢ absorvida pela matriz, levando a ionizagdo da amostra.
Em seguida, os ions sdo acelerados por meio de um campo eletrostatico através de um tubo
submetido a vacuo, até colidirem com um detector no fim do tubo. O tempo necessario até a

colisdo ¢ chamado “tempo de voo”, ou Time of Flight (TOF), a qual depende da relagdo
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massa/carga dos ions. Apds a deteccdo, o equipamento gera um grafico com a relagdo
massa/carga em um eixo e a quantidade de cada ion em outro. Por fim, o espectro da amostra ¢
entdo comparado com espectros de amostras de referéncia (CROXATTO; PROD’HOM,
GREUBM, 2011; PATEL, 2013)

De acordo com Suryanarayanan e colaboradores (2009), os fungos endofiticos, como A.
aculeatus (CAMPOS et al., 2005), sdo importantes produtores de compostos com bioatividades
devido ao intenso metabolismo que esses organismos apresentam. Entretanto, no que tange os
polissacarideos, as atividades bioldgicas ainda se relacionam intimamente com diferentes
parametros fisico-quimicos, como solubilidade, estrutura, massa molecular e ramificagdes da
cadeia estrutural, e de como eles interagem com outras macromoléculas, como proteinas
(SOLTANIAN et al., 2009; CHEN et al, 2016). Assim, a caracterizagdo ¢ uma etapa

imprescindivel no estudo dos polissacarideos flingicos e suas aplicagoes.

5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os microrganismos sao capazes de produzir estruturas moleculares variadas e complexas
que apresentam multiplas fungdes para sua sobrevivéncia nos diferentes ecossistemas
(DELGADO-BAQUERIZO et al, 2016). Essas mesmas biomoléculas, cruciais no
metabolismo microbiano, quando isoladas, podem apresentar atividades biologicas de suma
importancia para a humanidade. Nessa perspectiva, entre as bioatividades pode-se citar a acao
antimicrobiana, antitumoral e a avaliacdo da citotoxicidade dessas moléculas sob células
normais do corpo. Quando explanadas, as biomoléculas microbianas detém grande potencial

comercial e industrial (SHARMA et al., 2020).

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Entende-se como antimicrobianos substancias capazes de inibir ou debelar o
desenvolvimento de microrganismos, a exemplos dos antibidticos e antifingicos. Nessa
perspectiva, a descoberta dessas moléculas apresentou grande relevancia nas areas da satde e
agricultura, permitindo a sobrevivéncia dos organismos vivos frente ao ataque microbiano.
Entretanto, o seu uso repetitivo e a longo prazo contribuiu para a resisténcia dos
microrganismos patogénicos, fazendo-se necessario a investigacdo de novos compostos
bioativos, incluindo os produtos naturais de origem microbiana.

Diante desse cendrio, a avaliagao da atividade antimicrobiana de exopolissacarideos de
origem fungica ainda estd em progresso, sendo mais comum os estudos com polissacarideos

extraidos da parede celular, como as f-glucanas (NOVAK; VETVICKA, 2009). Tal abordagem
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¢ uma alternativa viavel, uma vez essas moléculas podem apresentar mecanismos de acgao
diferentes dos produtos convencionais disponiveis no mercado.

Para andlise da atividade antibacteriana, os métodos mais empregados tém sido: (i)
concentracao inibitoria minima (MIC), isto €, menor concentragao do composto que inviabiliza
o crescimento do microrganismo; (ii) concentragdo bactericida minima (MBC), sendo a menor
concentragdo capaz de matar pelo menos 99,9% dos microrganismos; e (iii) teste de difusdo em
agar, o qual permite avaliar a acdo do composto pela formagao e tamanho do halo de inibigao
(NCCLS, 2003).

No caso das metodologias de MIC e MBC, utiliza-se o corante resazurina para confirmar
se ndo houve crescimento bacteriano nos pocos das placas-teste, as quais ndo houveram
crescimento visivel. Tal reagente ¢ um indicador redox de coloracdo azul, que na presenca de
crescimento bacteriano, isto ¢é, a partir da doacao de um elétron pelo NADH (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo) resultante do metabolismo dessas células, é convertido em resofurina
de coloracao roseo-avermelhada (Figura 4). Apos o tempo de reagdo, faz-se a leitura das placas

em espectrofotometro a 570nm.

Figura 4 - Identificacdo da viabilidade celular pelo corante rezasurina.
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Fonte: A autora.

A identificacdo de moléculas antimicrobianas apresenta relevancia econdmica devido
as suas extensas aplicagdes contra microrganismos patogénicos, como Staphylococcus aureus,
responsaveis por infeccdes hospitalares severas, Xanthomonas campestris, responsavel pela
macha bacteriana em tomateiros, além de Salmonella sp. e Escherichia coli, contaminantes

frequentes de alimentos.
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5.2 CITOTOXICIDADE

Compreende-se como citotoxicidade a capacidade que uma substancia inibir a
proliferagdo celular ou causar danos e lesdes as células, havendo diferentes mecanismos
descritos capazes de culminar nesta acao (ABBAS; LICHTMAN, PILLAI, 2019).

A determinagdo da citotoxicidade de um composto faz-se necessaria, principalmente,
em casos que a substancia tenha uma aplicagdo em potencial em organismos vivos, contribuindo
para calcular seus efeitos (LEMOS, 2018). Para tanto, devido ao maior controle do uso de
animais experimentais, métodos com uso de cultura de células vém sendo recomendados para
avaliar o perfil bioldégico de compostos a serem colocados em contato com tecidos vivos
(PITHON et al., 2009).

Nesse sentido, o ensaio com o reagente brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) avalia a atividade metabolica celular através da acdo da succinato
desidrogenase, enzima localizada na mitocondria (CHACON; ACOSTA, LEMASTERS,
1997). O método baseia-se na capacidade celular de converter o reagente em questdo a MTT-
formazano, um composto insoluvel e coloracdo arroxeada (KUETE; KARAOSMANOGLU,
SIVAS, 2017). Para tanto, o MTT ¢ absorvido por endocitose, ¢ reduzido elas enzimas
mitocondriais e ¢ entdo transportado para as superficies celulares para formar formazanos de

MTT, no entanto, tal reagiio s6 ¢ possivel em células vivas (LU et al., 2012).

Figura 5 - Reacdo catalisada pela succinato desidrogenase.
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Fonte: A autora.

Apesar de ser considerado padrao ouro para testes de citotoxicidade, no ensaio de MTT
a conversao em cristais de formazan depende da taxa metabolica e do nimero de mitocondrias,
o que pode influenciar nos resultados (LU et al, 2012; VAN TONDER; JOUBERT,
CROMARTY, 2015).
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CAPITULO II

INFLUENCIA DA COIY[POSICAO DO MEIO DE CULTURA E pH NO
CRESCIMENTO E PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS POR Aspergillus aculeatus
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RESUMO

Os fungos sdo seres ubiquos capazes de colonizar e se adaptar a diferentes espagos no meio
ambiente. Apesar disto, as condi¢des bidticas e abidticas a que estes microrganismos sao
expostos interferem no seu metabolismo e, portanto, em seu desenvolvimento. Considerando
este fato e a relevancia economica do género Aspergillus, o presente trabalho objetivou avaliar
o crescimento fungico e a producdo de polissacarideos, pela espécie Aspergillus aculeatus, em
dois meios de cultura com composi¢des e pH distintos: (1) glicose e caldo de batata com pH
7,2 e (2) extrato de malte, glicose, extrato de levedura e peptona com pH 5,5. A avaliacdo do
crescimento fungico se deu através de fermentagdo submersa e em meio solido. No primeiro, o
fungo foi crescido nos meios mencionados durante 13 dias, a 120 rpm e 30°C, seguido da
filtragem do meio, secagem e pesagem do micélio. J& em meios solidos, os meios foram
acrescidos de 4gar e as placas de petri foram incubadas em estufa por 13 dias, a 30°C, dos quais
as areas foram medidas nos dias 3, 5 e 7 ap6s incubagdo. Ao final dos 13 dias, em ambos os
casos, houve a afericdo do pH final. Para a avaliagao da producdo de polissacarideos, utilizou-
se somente os produtos da fermentacdo submersa, isto ¢, o micélio para extracao de
polissacarideos da parede celular e meio de cultura para obtencdo de polissacarideos
extracelulares. Os dados foram computados e analisados pelo teste estatistico 7-student
bicaudal. Como resultado foi possivel observar um melhor desenvolvimento do fungo no meio
de cultura 2, sob fermentagdo submersa (p<0,01), porém ndo houve diferenga entre o
crescimento nos meios de cultura sélido (p>0,4). O meio 1 apresentou, visivelmente, maior
quantidade de esporos. Observou-se ainda que, na fermentagdo submersa, 4. aculeatus
alcalinizou os dois meios estudados, entretanto, em meio sélido, o meio 1 tornou-se mais acido
(p<0,001) e o meio 2, bésico (p<0,001). Quanto a produ¢do de polissacarideos, houve a
obten¢do de maior teor de polissacarideos de biomassa em detrimento de exopolissacarideos
(p<0,01), porém quando avaliados os grupos separadamente, ndo houve diferenca entre os
meios estudados. O presente trabalho evidencia os efeitos que o ambiente exerce sobre o
metabolismo e crescimento fiingico, contribuindo ainda para os conhecimentos sobre a espécie
A. aculeatus.

Palavras-chave: Género Aspergillus. Metabolismo microbiano. Bioprospeccdo. Parede
celular. Exopolissacarideos.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos capazes de colonizar diferentes ambientes naturais e
antropogénicos da Terra (KOWALCZYK et al., 2014). Tal habilidade decorre, principalmente,
da capacidade destes seres em perceber, se adaptar e modular as condi¢cdes ambientais em que
eles se encontram (VYLKOVA, 2017). Deste modo, o metabolismo fingico atua de forma a
contribuir para a sua sobrevivéncia, produzindo e excretando moléculas importantes para lidar
com cada situacao.

Nessa perspectiva, entre os fatores que podem influenciar no crescimento fungico
destaca-se a composicao do meio de cultura destinado a realizag¢do dos processos fermentativos,
uma vez que os macro ¢ microelementos sdo importantes para a biossintese de moléculas
presentes no organismo microbiano, como carboidratos e proteinas (BASU et al., 2015).
Seguindo esse viés, o0 meio de cultura pode afetar desde a producao de esporos até as demais
fases da curva de crescimento, sendo um meio de cultura ideal aquele que viabiliza o0 melhor
desenvolvimento fungico (MELETIADES et al., 2001). Tendo em vista esse cendrio, a
avaliacdo das fontes de carbono, nitrogénio, bem como o pH, sdo alguns dos pontos a serem
considerados, inclusive em seus habitats naturais (SILVA-SANCHEZ et al., 2019).

No que tange ao pH, os fungos sdo capazes de crescer e se desenvolver em uma ampla
faixa (BOUSSET et al. 2018). Apesar disso, alteragdes no pH do meio em que o microrganismo
se encontra, seja um aumento ou diminui¢do, correspondem a estimulos celulares importantes
por influenciarem na atividade de enzimas, as quais geralmente apresentam um pH ideal para
sua atividade maxima (MARKINA-INARRAIRAEGUI et al., 2020). Ainda nesse sentido, os
fungos apresentam um sistema complexo de adaptacdo ao pH através da via denominada
Pal/Rim-pH, a qual atua na regulagdo, isto €, ativacdo ou repressao, da expressao de inumeros
genes (FREITAS et al., 2011; Ll et al., 2021).

Deste modo, compreende-se que as diferentes condi¢des a que um microrganismo ¢
submetido podem afetar a expressdo de todas as biomoléculas que o compde, incluindo os
polissacarideos. Tais estruturas compdem um dos grupos mais importantes de metabolitos
fingicos pois constituem a parede celular (polissacarideos da biomassa) e podem ainda ser
excretados (polissacarideos extracelulares) para compor a matriz extracelular, a qual também
contribui para a sobrevivéncia microbiana (CHUNG e BROWN 2020).

Nesse sentido, os fungos do género Aspergillus foram relatados como produtores de
polissacarideos em condi¢des de cultivo e pH distintos e com aplicagdes bioldgicas que lhe
conferem alto valor agregado (AMER et al., 2020; LI et al., 2020; EL-GHONEMY, 2021).

Além disso, as espécies do género vém sendo estudadas ha anos, apresentando aplica¢des na
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produgdo de alimentos fermentados (PUNIA ef al., 2021) e obten¢do de moléculas bioativas,
como os polissacarideos e enzimas (COSTA et al., 2019) ou ainda na biodeterioracao de frutos
(VON HERTWIG et al., 2018) e elementos histéricos, como objetos de madeira e pinturas
(ROMERO et al., 2021).

Tendo em vista a vasta aplicagdo biotecnologica de Aspergillus e considerando a
influéncia que o ambiente exerce no metabolismo fingico, o presente trabalho visa elucidar a
producdo de polissacarideos pela espécie Aspergillus aculeatus em dois meios de cultura de
composi¢des e pH distintos, bem como a influéncia destes no crescimento micelial em meio

solido (4rea) e em fermentacdo submersa (peso).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MICRORGANISMO

O fungo 4. aculeateus, CCT 3084 foi adquirido da Colecdo de Culturas Tropical —
Fundagao Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello (CCT — FAT), localizado em
Campinas - Sao Paulo. O microrganismo foi mantido no laboratério pelo método de silica-gel

(PERKINS, 1962).

2.1.1 Inodculo

A. aculeatus foi cultivado em meio de cultura contendo agar (20 g.L"), extrato de malte
(20 g.L'"), glicose (20 g.L ") e peptona (1 g.L ™) por 5 dias a 30°C, para ativagio. Em seguida,
a suspensao de esporos foi preparada em solu¢do Tween 80, a 0,1% (v/v) e inoculada nos meios
de cultura para fermentagdo submersa a 1x10® (ZHAO et al., 2020 - adaptado) e 1x10°

esporos.mL! em meio sélido.

2.2 MEIOS DE CULTURA PARA FERMENTACAO SUBMERSA

O fungo foi inoculado em dois meios de cultivo distintos para fermentagao submersa. O
meio de cultura 1 foi formulado com caldo de batata (200 g.L!) e glicose (10 g.L ") com pH
inicial 7,2 (L1 et al., 2016) e o meio de cultura 2 foi preparado com extrato de malte (10kg/m?),
extrato de levedura (10kg/m?), glicose (10 g.L!) e peptona (5 g.L') com pH inicial 5,5. O
processo fermentativo ocorreu em erlenmeyers de 250mL, contendo 200mL de meio de cultura,
a 30°C e 120 rpm, por 13 dias em incubadora shaker (SOLAB SL-22) (LI ef al., 2016 —
adaptado). Ao final do processo, realizou-se analises fisico-quimicas, bem como a medi¢ao do

pH final e extracdo dos polissacarideos.
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2.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO FUNGICO E DO pH EM MEIO SOLIDO

Para esta etapa do estudo, foram utilizados os meios de cultura 1 e 2, descritos no item
2.2, acrescidos de agar (20 g.L™!), para avaliacdo do crescimento fingico e pH. Posteriormente
ao preparo dos meios de cultura, os mesmos foram vertidos em placa de petri. Apos
solidificagdo do meio de cultura foi realizado um pogo no agar de cada placa com ponteiras de
1 mL, previamente autoclavadas, onde foi pipetado 1x10° esporos.mL! de 4. aculeatus. Em
seguida as placas foram colocadas em estufa (SOLAB SL-101), a 30°C e fotografadas nos dias
3, 5 e 7 apds a inoculagdo nos diferentes meios. Foi utilizado o programa ImageJ para

determinar a area do micélio. O pH final foi verificado no 13° dia (FREITAS et al., 2007).

2.4 EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS

O fermentado de A. aculeatus foi separado do micélio por filtragdo com auxilio de funil
de Biichner. O meio de cultura foi utilizado para a extragdo de exopolissacarideos (EPS) e o
micélio foi utilizado para a obtencao dos polissacarideos da parede celular, mencionados aqui

principalmente como polissacarideos de biomassa (Figura 1).

Figura 1 - Esquema da metodologia inicial para obtenc¢do de polissacarideos da biomassa e
exopolissacarideos.
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Fonte: Autores.

Para extragao dos polissacarideos da biomassa, os micélios foram secos até peso
constante. Os pesos foram anotados e utilizados também para avaliar a influéncia dos meios de
cultivo no crescimento fingico. Posteriormente, aplicou-se 0 método de extragdo alcalina com
hidroxido de s6dio (NaOH) a 5% onde a cada a cada 0,5 g da biomassa foi adicionado 50 mL
da solugdo alcalina. O material foi colocado em banho-maria a 90°C, por trés (3) horas. Em
seguida, a suspensao foi centrifugada em 5000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. Ao sobrenadante

foram adicionados etanol absoluto (trés volumes), agitado vigorosamente e mantido overnight
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a 4°C. A suspensdo hidroalcodlica obtida contendo os polissacarideos foi centrifugada 5000
rpm, por 15 minutos. O precipitado contendo os polissacarideos foi liofilizado, pesado e
armazenado para posterior avaliagdo das atividades bioldgicas e caracterizagao quimica. O
rendimento do produto calculado por porcentagem (%) de polissacarideos (g) por peso da
biomassa (g) (MENDES, 2018 - adaptado).

Na extragdo de exopolissacarideos, foi utilizado o meio de cultura. Este foi centrifugado
a 5000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado, adicionado a trés volumes de
etanol 95% e agitado vigorosamente para precipitar os EPS bruto. Em seguida, a solucdo foi
colocada em freezer overnight para aumentar o tempo de precipitacdo do material. Apos esse
periodo de incubagdo, a solugdo foi centrifugada a 5000 rpm, por 15 minutos, a 4°C e o
sobrenadante descartado. O precipitado contendo os polissacarideos foi liofilizado, pesado e
armazenado para andlises futuras. O rendimento do produto foi calculado pela concentracao de

polissacarideos (g) por quantidade de meio de cultivo (mL) (COSTA et al., 2019 - adaptado).

2.5 ANALISES FISICO-QUIMICAS

Foram coletadas amostras do processamento dos polissacarideos de biomassa e
exopolissacarideos para analises fisico-quimicas. Para avaliagdo do conteudo total de acticares
foi utilizado o método fenol-acido sulftrico, utilizando glicose como padrdo, conforme descrito
por Dubois (1956). Para avaliacdo do conteudo proteico foi aplicado o método de Bradford

(1996), utilizando albumina como padrao.

2.6 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados obtidos foram analisados através do teste estatistico 7-student bicaudal no
Excel (2016). Foi considerado o intervalo de confianga de 95%, sendo, portanto, significativos

os resultados com p-valor<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE 4. aculeatus EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA

Ap6s 13 dias de cultivo em fermentagao submersa nos diferentes meios de cultura, o
micélio fingico foi seco e pesado. Deste modo, foi possivel observar que a média da biomassa
crescida no meio de cultura 1 foi inferior a média da biomassa do meio de cultura 2 (p<0,01),

sendo estas médias, respectivamente, 0,817 + 0,036 g e 1,297 + 0,06 g (Figura 2).
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Figura 2 - Peso do micélio de A. aculeatus em diferentes meios de cultura liquido.
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Legenda: Meio de cultura liquido 1 = caldo de batata (200g.L™") e glicose (10 g.L"), pH inicial 7,2; Meio de cultura
liquido 2 = extrato de malte (10 g.L™!), extrato de levedura (10 g.L!), glicose (10 g.L!) e peptona (5 g.L '), pH
inicial 5,5.

No meio sélido, as areas do micélio foram calculadas nos dias 3, 5 e 7 ap6s a inoculagdo
de A. aculeatus. Destes, somente no dia 5 constatou-se uma média de area estatisticamente
superior no meio de cultura 1, em relagdo ao meio de cultura 2 (p<0,01). Ao se considerar o
conjunto de dados, ndo houve diferenca significativa nas areas de micélio entre os meios de
cultura estudados (p>0,4). A comparagao dos valores médios das areas de crescimento fungico
nas placas de petri, nos diferentes meios de cultura, podem ser visualizadas na figura 3. Em
seguida, a figura 4 revela as imagens do crescimento fungico de acordo com os dias de

incubagao.

Figura 3 - Crescimento do micélio de 4. aculeatus em diferentes meios de cultura solido
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Legenda: Meio de cultura sélido 1 = caldo de batata (200g.L™"), glicose (10 g.L") e 4gar (20 g.L"), pH inicial 7,2;
Meio de cultura solido 2 = extrato de malte (10 g.L"), extrato de levedura (10 g.L"), glicose (10 g.L*!), peptona
(5 g.L") e 4gar (20 g.L"), pH inicial 5,5.
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Figura 4 - Crescimento de A. aculeatus por 7 dias de cultivo em meio de cultura solido.
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MEIO 2

Legenda: Meio de cultura sélido 1 = caldo de batata (200g.L™"), glicose (10 g.L") e 4gar (20 g.L'"), pH inicial 7,2;
Meio de cultura solido 2 = extrato de malte (10 g.L™), extrato de levedura (10 g.L '), glicose (10 g.L!), peptona
(5 g.LY) e 4gar (20 g.L'Y), pH inicial 5,5. Fonte Autores.

De acordo com Beatriz e Cambaza (2015), os fungos podem utilizar diferentes fontes
de carbono da mesma maneira, como glicose, maltose, sacarose e amido. Nesse sentido, no
meio de cultura 1, as principais fontes de carbono foram glicose e amido e no meio de cultura
2, glicose e extrato de malte. Posto isto, estima-se que o melhor desenvolvimento de A.
aculeatus no meio de cultura 2 na fermentagdo submersa tenha sido provocado pela presenca
das fontes de nitrogénio, peptona e extrato de levedura, as quais estavam ausentes no meio de
cultura 1.

O nitrogénio € um elemento fundamental para a formagao de estruturas bioldgicas, como
proteinas e acidos nucléicos (PEREZ-CUESTA et al., 2021). Acerca do extrato de levedura,
este corresponde a uma fonte organica de nitrogénio, além de apresentar fésforo e outros macro
€ micronutrientes importantes para o desenvolvimento fingico (DZURENDOVA et al., 2020).
Ao se avaliar fontes de nitrogénio, Germec e colaboradores (2020) relataram que o uso de
sulfato de amodnio teve um efeito negativo na producdo de inulase por Aspegillus niger,
enquanto extrato de levedura e peptona foram favoraveis a tal producdo. Por outro lado,
Aspergillus terreus sofreu alteragcdes morfologicas e teve a produgdo de (+)-geodin e éacido
astérico inibida em altas concentracdes de extrato de levedura (BORUTA et al., 2021). Com
isto, € possivel afirmar que tanto o tipo da fonte de nitrogénio (organica ou inorganica) quanto
a quantidade atribuida desses elementos podem influenciar no crescimento e metabolismo

fingico, o que justifica o resultado encontrado nesse estudo.
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Além disso, no estudo de Silva-Sanchez, Soares e Rousk (2019) foi observado que
tratamentos no solo que aumentaram o pH resultaram em taxas de crescimento de fungos
reduzidas. Deste modo, o pH de 7,2 no meio de cultura 1 (mais alcalino) pode ter influenciado
no crescimento micelial, o que corrobora com o melhor crescimento fingico no meio de cultura
com pH mais 4acido (meio de cultura 2).

A diferenca entre o crescimento microbiano observado nos meios de cultura avaliados
na fermentacao submersa e em placa de petri (meio de cultura sélido), pode estar relacionada a
disponibilidade de nutrientes. Na fermentagao submersa, além do maior teor de agua, houve
agitacdo, o que favorece o acesso as moléculas pelos microrganismos (SHARMA et al., 2016).
Por outro lado, em meio so6lido e estatico, € necessario um maior empenho microbiano, como a
secrecdo aumentada de enzimas, para assimilagdo dos compostos (ARORA et al., 2018).

Ainda ao comparar o comportamento de A. aculeatus nos diferentes meios, foi possivel
constatar uma maior disposi¢do visivel de esporos no meio de cultura 1, enquanto o meio 2
apresentou uma regido vegetativa melhor definida. A. aculeatus faz parte da se¢do Nigri do
género Aspergillus, a qual apresenta, entre as caracteristicas marcantes, a presenca de esporos
negros responsaveis por sua reproducao (HOUBRAKEN et al., 2020). Na figura 4, acerca dos
meios de cultura sélidos, pode-se visualizar uma maior regido de coloragdo preta no meio de
cultura 1, bem como a regido branca (vegetativa) na periferia do micélio no meio cultura 2. Tais

tracos também foram observados na fermentacdo submersa (Figura 5).

Figura S - Crescimento de 4. aculeatus no 13° dia de fermentagao submersa em diferentes
meios de cultura.

B

Legenda: A e B = crescimento de 4. aculeatus no meio de cultura 1, composto por caldo de batata (200 g.L'!) e
glicose (10 g.L™Y), pH inicial 7,2; C e D = crescimento de A. aculeatus no meio de cultura 2, constituido por extrato
de malte (10 g.L'"), extrato de levedura (10 g.L), glicose (10 g.L!) e peptona (5 g.L!), pH inicial 5,5. Fonte:
Autores.
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Sugimoto e Oda (2021) relataram que diferentes espécies de fungos filamentosos,
incluindo Aspergillus sojae, quando cultivadas em baixas concentragdes de nitrogénio e/ou na
presenca de polimeros hidrofobicos, revelaram uma maior produgdo de esporos; o que
corrobora com o resultado deste trabalho, onde o maior teor de esporos foi visualizado no meio
com fonte de nitrogénio ausente (meio de cultura 1). Ainda nesse sentido, os proprios
polissacarideos excretados pelo metabolismo microbiano, como a-1,3-glucano, podem agir
como compostos insoliveis que estimulam a producao de esporos, além de contribuir para a
agregacao dos conidios em germinacao, o que € visto na figura 5(B) (FONTAINE et al. 2010).
Os conidios sdo esporos assexuados que permitem a sobrevivéncia dos fungos até que eles
cheguem em ambientes adequados e se desenvolvam em micélios, contribuindo assim para a
distribuicao das espécies no espaco e tempo (NOVODVORSKA et al., 2016; DIJKSTERHUIS,
2019).

Apesar destes dados para esporulacdo, a germinagdo, a qual origina a porgdo
vegetativa, associa-se com a presenca de outros nutrientes além de carboidratos, como
aminoacidos e sais inorganicos (OSHEROV e MAY, 2001). Tal fato justifica o
desenvolvimento de 4. aculeatus observado no meio de cultura 2. A germinagao € caracterizada
pelo inchaco por absor¢do de dgua e formagao de tubo germinativo (DIJKSTERHUIS, 2019).
A exemplo da influéncia de outros nutrientes nesta etapa, a adicdo de NaNOs, KH> PO4, ou
MgS04 a glicose aumentou em 5,4% a germinagao de conidios de A. niger e em 10,99% quando
adicionado dois destes compostos (IJADPANAHSARAVI et al., 2021). Além disso, o pH na
faixa de 5-6 também favoreceu de germinagao de fungos filamentosos no estudo de Kalai et al.

(2017) e Santos, Chaves e Sant’ana (2020).

3.2 MODULACAO DO pH

Neste trabalho, ao final de 13 dias de fermentagdo submersa, foi constatado que A.
aculeatus aumentou o pH sob fermentacdo submersa nos dois meios de cultura avaliados. Foi
identificado que no meio de cultura 1 o pH foi alterado de 7,2 para 9,11 + 0,24 (p<0,001) e no
meio de cultura 2 o pH foi ajustado de 5,5 para 7,39 + 0,33 (p<0,001) pela agdo do

microrganismo (Figura 6).
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Figura 6 - Modulacdo do pH na fermentacao submersa por A. aculeatus
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Legenda: Meio de cultura 1 = caldo de batata (200g.L™") e glicose (10 g.L'"), pH inicial 7,2; Meio de cultura 2 =
extrato de malte (10 g.L "), extrato de levedura (10 g.L™), glicose (10 g.L!) e peptona (5 g.L '), pH inicial 5,5.

Em meio de cultura sélido, 4. aculeatus se comportou no meio 2 de modo semelhante
ao observado na fermentacao submersa, aumentando pH de 5,48 para 8,2 = 0,07 (p<0,001).
Entretanto, a modulagdo vista no meio de cultura 1 foi contraria, ocorrendo uma queda

acentuada do pH de 7,17 para 3,18 £ 0,17 (p<0,001) (Figura 7).

Figura 7 - Modulacdo do pH dos meios de cultura solido por A. aculeatus
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Legenda: Meio de cultura sélido 1 = caldo de batata (200g.L™"), glicose (10 g.L"!") e 4gar (20 g.L!), pH inicial 7,17;
Meio de cultura solido 2 = extrato de malte (10 g.L™), extrato de levedura (10 g.L '), glicose (10 g.L!), peptona
(5 g.LY e agar (20 g.LY), pH inicial 5,48.

No que tange o cultivo em meio so6lido, Zhao e colaboradores (2020) apresentaram um
resultado semelhante ao ocorrido no meio de cultura 1, composto por caldo de batata e glicose.
No estudo mencionado, no quinto dia de fermentacao de polpa de batata por A. aculeatus, o pH

foi modulado de 6,05 para 3,76. Estima-se que tal decaimento seja decorrente do favorecimento
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da produgdo de acidos organicos pela espécie fungica nesse meio, uma vez que a producao
desses compostos ja foi relatada anteriormente por esta espécie (YODSING et al., 2018).
Diante desses resultados, pode-se salientar a importancia da capacidade dos fungos de
monitorar ¢ se adaptar ao ambiente em que eles se encontram, conferindo a esses
microrganismos versatilidade fisiologica sob diversas condi¢des de cultivo, para producdo de
biomoléculas. Os mecanismos mais gerais associados a essa adaptacdo relacionam-se com a
regulacdo da expressao génica e outros ajustes intracelulares, incluindo frente as diferentes
condig¢des de pH (PICAZO et al., 2020). Nesse sentido, dentro do género Aspergillus, a espécie
A. nidulans foi a mais atribuida nos estudos dos mecanismos de reconhecimento e modulagdo

do pH, sendo estes conservados em outras espécies fungicas (LI ef al., 2021).

3.3 PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS POR 4. aculeatus EM FERMENTACAO
SUBMERSA EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Nesse estudo foi identificada a produ¢ao de polissacarideos nos dois meios de cultura
distintos em fermentacdo submersa. Os polissacarideos da parede celular, retratados aqui
também como polissacarideos da biomassa, apresentaram um rendimento similar em ambos os
meios de cultura estudados. Deste modo, mesmo com o peso do micélio no meio de cultura 1
sendo inferior ao meio de cultura 2 (p<0,001), resultado também observado no peso de
polissacarideos obtidos da biomassa (p<0,01) (Figura 8), o rendimento das moléculas de
interesse obtidas a partir dos micélios foi, respectivamente, 40 = 0,06% e 44 + 0,07%, cuja

diferenca nao ¢ estatisticamente significativa (p>0,4).

Figura 8 - Produgao de polissacarideos a partir da biomassa (parede celular) de 4. aculeatus
1,4
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m Polissacarideo
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Legenda: Meio de cultura 1 = caldo de batata (200 g.L!) e glicose (10 g.L!), pH inicial 7,2; Meio de cultura 2 =
extrato de malte (10 g.L "), extrato de levedura (10 g.L™), glicose (10 g.L!) e peptona (5 g.L '), pH inicial 5,5.
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O rendimento equivalente de polissacarideos extraidos em ambas amostras pode ser
decorrente de limitagdes na agdo do NaOH 5% na solubilizagdo desses compostos. Em estudos
abordando celulose bacteriana e de origem vegetal, foi relatado que a concentracdo dessa
solucao ¢ importante no processo de dilui¢ao de polissacarideos, de modo que solugdes com
concentragdes entre 5-7% podem ser insuficientes para dissolver totalmente tais compostos,
bem como concentragdes elevadas com baixo teor de 4gua favorecem a formacao de cristais
(mercerizagdo) (DUCHEMIN, 2015; FARIA-TISCHER et al., 2015).

Quanto a producao de exopolissacarideos, esta foi inferior aos teores de polissacarideos
obtidos a partir da biomassa de A. aculeatus no meio de cultura 1 (p<0,01) e no meio de cultura
2 (p<0,001). Este resultado era esperado, pois os fungos ndo secretam polissacarideos na mesma
propor¢ao que os produzem para sua composi¢ao estrutural. Deste modo, os exopolissacarideos
sao excretados em condigdes especiais, como em caso de estresse frente as condigdes
ambientais ou mesmo para auxiliar em processos infecciosos (CHUNG e BROWN, 2020).

Quando analisados entre si, a produgdo de exopolissacarideos nos dois meios de cultivo
ndo apresentou diferenca significativa utilizando o teste 7-student bicaudal (p> 0,2),
padronizado neste trabalho. A figura 9 demonstra a concentracdo em gramas por litro de
polissacarideos nos dois meios de cultura estudados, sendo o célculo realizado considerando-
se o valor do meio de cultura atribuido a cada erlenmeyer de fermentacgo (200 mL). E vélido
ressaltar que os mecanismos de excre¢do de polissacarideos podem ser complexos, dependendo
de outros fatores, além do meio e pH, como agitacdo e acragio (MAHAPATRA; BANERJEE,
2013).

Figura 9 - Producao de exopolissacarideos obtidos a partir de A. aculeatus, em diferentes
meios de cultura
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Legenda: Meio de cultura 1 = caldo de batata (200 g.L!) e glicose (10 g.L'"), pH inicial 7,2; Meio de cultura 2 =
extrato de malte (10 g.L"), extrato de levedura (10 g.L"), glicose (10 g.L'") e peptona (5 g.L'!), pH inicial 5,5.
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As andlises fisico-quimicas foram atribuidas neste trabalho como forma de confirmagao
da estrutura molecular avaliada. Nesse sentido, em todas as amostras os polissacarideos foram
detectados pelo método Fenol-sulfurico (DUBOIS, 1956), o qual identifica agucares totais.
Considerando que tais moléculas podem encontrar-se associados a proteinas, o método de
Bradford (BRADFORD, 1976) também foi aplicado de modo que as concentracdes proteicas
obtidas estdo presentes a seguir (Figura 10). Nao houve diferenga estatistica entre a

concentracdo de proteinas nas amostras da biomassa (p>0,5) ou de exopolissacarideos (p>0,5).
Figura 10 - Concentracio de proteinas nas amostras estudadas.
0,03
0,025
0,02

0,015 m Meio de cultura 1

m Meio de cultura 2
0,01

Concentragdo (g.L'!)

0,005

0

Biomassa Exopolissacarideos

Legenda: Meio de cultura 1 = caldo de batata (200 g.L!) e glicose (10 g.L'"), pH inicial 7,2; Meio de cultura 2 =
extrato de malte (10 g.L "), extrato de levedura (10 g.L™"), glicose (10 g.L!) e peptona (5 g.L*"), pH inicial 5,5.

A complexidade da parede celular fungica decorre da presenca de moléculas distintas,
como glucanas, quitina, quitosana e proteinas associadas aos polissacarideos (glicoproteinas)
(GARCIA-RUBIO et al., 2020). De acordo com Gow, Latgé e Munro (2017), moléculas ligadas
a proteinas associadas a parede celular, como B-(1,6) glucana, podem representar até 50% do
peso da massa seca da parede celular a depender da espécie fungica, evidenciando que muitos
polissacarideos estdo associados a esse tipo de molécula. Em A. fumigatus, foi constatado que
as proteinas podem fazer diferentes tipos de ligacdes com galactosaminogalactano (GAQG),
compondo, assim, também os polissacarideos excretados que compde a matriz extracelular,

fator este importante em processos infecciosos causados pela espécie (LATGE et al., 2017).

4. CONCLUSAO
Neste trabalho foi possivel constatar que a presenca de fonte de nitrogénio no meio de
cultura 2, bem como o pH 4acido foi favoravel ao crescimento de 4. aculeatus, sob fermentagao

submersa. Apesar disto, ndo foi observada diferenca no crescimento do microrganismo em
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placa de petri entre os meios de cultura estudados, ou o efeito dos meios sob a producdo de
polissacarideos de biomassa e exopolissacarideos com a metodologia de extracao aplicada. O
presente estudo ¢ de grande relevancia para o setor industrial, uma vez que aborda a influéncia
dos meios de cultura e pH no crescimento microbiano, fatores associados a modula¢ao do pH
e o rendimento de polissacarideos estruturais (biomassa) e extracelulares; moléculas estas que
vém sendo amplamente estudadas para aplicacdo em setores produtivos como as industrias

alimenticia e farmacéutica.
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RESUMO

Polissacarideos fingicos tém sido alvo de diversos estudos. Tais moléculas podem apresentar
diferentes tipos de atividades biologicas com aplicacdes em setores industriais distintos. Nessa
perspectiva, polissacarideos oriundos de Aspergillus spp. vém sendo caracterizados ao longo
dos anos. Diante disso, o presente estudo visou elucidar as propriedades biologicas de
polissacarideos da parede celular de Aspergillus aculeatus, crescido em meio contendo extrato
de malte, glicose, extrato de levedura e peptona. A fermentagdao submersa ocorreu por 13 dias
a 120rpm e 30°C. Apds a fermentacao, o micélio foi separado do meio de cultura por filtragdo
e os polissacarideos isolados pelo método de extragdo alcalina, em seguida, liofilizados,
pesados e armazenados para analises posteriores. A caracterizacdo dessas moléculas foi feita
pela técnica MALDI-TOF MS. A avaliagdo da atividade antibacteriana em cepas gram-
negativas e gram-positivas se deu pelo método de determinagdo da concentragao inibitéria
minima e a avaliagcdo da citotoxicidade e atividade antitumoral pelo método de MTT nas
linhagens celulares HUVEC, BEAS-2B e A549. Em tais analises foram aplicadas solucdes
aquosas dos polissacarideos nas concentra¢des de 0,5; 1; 1,5 e 2 g.L'!. Como resultado, através
da caracterizagdo parcial do espectro de massas da molécula, observou-se a presenca de glicose
e xilose em diferentes configuragdes em sua estrutura. Os polissacarideos ndo apresentaram
atividade antibacteriana e antitumoral sob as cepas e linhagens analisadas. Este trabalho agrega
conhecimentos aos estudos sobre polissacarideos oriundos de Aspergillus aculeatus, ainda
pouco reportados, bem como contribui para o acervo de informagdes sobre bioprospecgao com
alvo em novas moléculas de interesse industrial.

Palavras-chave: Bioprospeccao. Antibacteriano. Citotoxicidade. Antitumoral. Espectrometria

de massas.



45

1 INTRODUCAO

Os polissacarideos fungicos apresentam diferentes funcionalidades e, por este motivo,
sdo alvo de inimeras pesquisas. Os fungos sdo seres capazes de produzir diferentes tipos de
polissacarideos, sendo eles: intracelulares, estruturais (presentes na parede celular) e
extracelulares (exopolissacarideos - EPS) (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2020). Os
polissacarideos intracelulares sdo utilizados como fonte de energia ou ainda como precursores
para os demais tipos de polissacarideos mencionados, sendo os EPS e polissacarideos da parede
celular mais amplamente estudados quanto as propriedades biologicas (DONOT et al., 2012).

Acerca dos polissacarideos da parede celular, estes sdo constituidos principalmente de
quitina, glucanas e galactomananas (LATGE; BEAUVAIS, CAMILOS, 2017). Tais moléculas
conferem a parede celular a capacidade de protecdo osmodtica, além de contribuir na
determinagdo da forma celular (BEATRIZ; CAMBAZA, 2015). Entretanto, quando isolados,
os polissacarideos fungicos apresentam também grande utilidade para o setor industrial, com
aplicagcdes em alimentos e diferentes tipos de medicamentos (MAUGERI; GOUDBECK,
2019).

Nesse sentido, propriedades biologicas de polissacarideos de fungos filamentosos do
género Aspergillus vem sendo reportadas, conferindo-os destaque econdmico. Entre as
atividades até¢ entdo elucidadas encontram-se: biorremedia¢do (LIAN er al, 2008), agdo
antioxidante (YAN et al., 2016), antitumoral (LI et al., 2016), hipoglicemiante (ZHANG et al.,
2017), imunomodulatoria (LI et al., 2020), anticoagulante (AMER; ZAGHLOUL, IBRAHIM,
2020) e antimicrobiana (EL-GHONEMY, 2021). Entretanto, acerca de polissacarideos da
espécie 4. aculeatus poucas bioatividades foram elucidadas (LI et al., 2016; LI et al., 2020).

Tendo em vista esse cenario, o presente trabalho visou agregar novos conhecimentos
acerca da espécie A. aculeatus, desvendando a capacidade antibacteriana, antitumoral e

citotoxica de polissacarideos extraidos da parede celular.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos oriundos da parede celular (biomassa) de 4. aculeatus foram obtidos
a partir do micélio fingico crescido em fermentacdo submersa em meio contendo extrato de
malte (10 g.L™!), extrato de levedura (10 g.L!), glicose (10 g.L™!) e peptona (5 g.L") com pH
inicial 5,5 a 30°C por 13 dias e 120 rpm. Apos a etapa de fermentacdo, o meio foi filtrado

separando-se biomassa e meio de cultura. A partir disso, a biomassa foi utilizada para extracao
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de polissacarideos aplicando-se o método de extragdo alcalina com NaOH 5% seguida de
precipitagdo por etanol absoluto (3:1 v/v) (MENDES, 2018 - adaptado). Os polissacarideos

foram liofilizados e armazenados para posteriores analises das atividades biologicas.

2.2 CARACTERIZACAO QUIMICA PARCIAL DOS POLISSACARIDEOS

A caracterizagdo quimica parcial dos polissacarideos de parede celular extraidos de
Aspergillus  aculeatus  foi  realizada pela  técnica  MALDI-TOF/TOF  MS
(UltrafleXtreme, Bruker Daltonics) pela Central Analitica de Instrumentacdo da Universidade
de Sdo Paulo — USP. A amostra liofilizada foi preparada na concentragdo de 1 g.L"! utilizando
como matriz o acido 2,5-dihidroxidobenzoico (DHB) na concentragio de 10 g.L!. Os dados de
massas (m/z) gerados pela analise através do modo refletor positivo do analisador nas faixas de
massas de m/z 700-4400 foram interpretados parcialmente utilizando-se a estratégia de
desreplicagdo, que consiste em comparar os dados detectados nas amostras com os dados

obtidos na literatura.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

2.3.1 Cepas bacterianas

Foram selecionadas duas cepas bacterianas gram-negativas — Escherichia coli (ATCC
35212) e Salmonella spp. (CBAM 0015) — e duas gram-positivas — Enterococcus faecalis
(ATCC 31299) e Sthaphylococcus aureus (ATCC 29913) — para realizacao do estudo. As cepas
bacterianas utilizadas foram obtidas da Cole¢do de Bactérias da Amazoénia (CBAM),
pertencentes a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), e da colecdo do Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) que fazem parte do acervo dos
Laboratorio de Produtos Naturais e Biotecnologia (LPNBio) e Laboratorio de Biotecnologia e
Microbiologia Ambiental (LABIMICRO), ambos localizados no campus de Itapetinga da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB).

2.3.2 Teste de susceptibilidade

A determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos polissacarideos de
parede celular oriundos de 4. aculeatus foi realizada de acordo o protocolo do NCCLS (2003),
com modificagdes. O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e
Microbiologia Ambiental (LABMICRO) da UESB, no Campus de Itapetinga, onde primeiro

foram preparadas as suspensdes bacterianas utilizando-se tubos de ensaio com cada cepa
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bacteriana dissolvida em solugdo salina a 0,9% e, em seguida, realizada a comparagdo com a
escala McFarland (tubo padrdo de 0,5 pL equivalente a 5 x 10® UFC.mL™). Os polissacarideos
foram diluidos em 4gua deionizada para se obter solugdes nas concentragoes de 2,0; 1,5; 1,0 e
0,5 gL

Para a determinagdo da CIM foram utilizadas placas de microtitulacao (ou placa de 96
pocos) com fundo “U”, onde foram pipetados 90 pL de Caldo Mueller Hinton em todos os
pocos; em seguida, adicionou-se 90 pL da solugcdo de polissacarideos nas diferentes
concentragdes anteriormente mencionadas. Posteriormente, adicionou-se 10 pL da suspensdo
bacteriana padronizada, previamente preparada, nos pogos a serem testados.

Ademais, utilizou-se um controle negativo, onde os pogos continham apenas o meio de
cultura (Caldo Mueller Hinton), para testar a esterilidade do meio e outro onde continha apenas
o meio de cultura e as bactérias, para verificar sua viabilidade. O controle positivo foi realizado
com os microrganismos inoculados em pogos contendo o meio de cultura e o antibidtico
Ofloxacino (na concentragio de 10 gL!). Todas as solugdes de concentragdes dos
polissacarideos e os controles foram testadas em triplicata.

Por fim, as placas de 96 pogos foram incubadas a 37°C por 24 horas, temperatura ideal
para o crescimento dos microrganismos. Para a revelagao final das placas, foi adicionado 30 puL.
de Resazurina (0,01%) em todos os pogos das placas, deixando-se agir por cerca de 3 horas. A
partir da colorag@o observada pdde-se avaliar o perfil de sensibilidade das bactérias frente as
diferentes concentragdes das amostras testadas. A concentracao inibitoria minima (CIM) foi
definida como a menor concentragdo testada capaz de inibir o crescimento bacteriano

(apresentando a cor azulada apos a aplicagdo da Resazurina).

2.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTITUMORAL

Para avaliar a citotoxicidade e agdo antitumoral, foi aplicado o ensaio de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio brometo) de acordo com a metodologia descrita por
GIMENES e colaboradores (2017). Primeiramente, realizou-se a avaliagdao da citotoxicidade
em células HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells). A partir do resultado, seguiu-
se com a avaliacao da a¢do antitumoral dos polissacarideos de parede celular de A. aculeatus
em células tumorais de cancer de pulmdo (BEAS-2B) e células normais deste mesmo tecido
(A549). Em ambas as analises foram semeadas 3x10* células por pogo em microplacas de 96
pocos. Apos 24 horas, um novo meio de cultura contendo as diferentes concentracdes de
polissacarideos da parede celular de 4. aculeatus (2,0; 1,5; 1,0 € 0,5 g.L'!) ou meio de cultura

para o grupo controle, foram adicionados e incubados a 37°C e 5% de CO., por mais 24 horas.
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Apos tal tratamento, as células foram incubadas com MTT (5 g.L'!, 10 pL/pogo) por 3 horas a
37°C. Em seguida, foram adicionados 100 pL/poco de PBS contendo 10% de SDS e 0,01M de
HCI (18 horas, 37°C e 5% de CO;). A absorbancia foi lida em um espectrofotometro de
varredura de multiplos pocos a 570nm. Os resultados foram analisados em porcentagem de
viabilidade, onde o controle positivo de viabilidade foi considerado 100%. Diferencas
significativas (p<0,05) foram detectadas por analise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey

no software GraphPad Prism 6.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA PARCIAL

Utilizando-se a técnica MALDI-TOF/TOF MS (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics) com
a amostra de polissacarideos extraidos da parede celular de A. aculeatus diluida em agua
deionizada e como matriz o 4cido 2,5-dihidroxidobenzoico (DHB), obteve-se o espectro de

massas a seguir (Figura 1).
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Figura 1 - Espectro de massas completo (m/z 700-4400) obtido por MALDI(+)-TOF MS dos
polissacarideos de parede celular de 4. aculeatus.
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Legenda: m/z = relagdo massa carga; u.a = unidade arbitraria. Fonte: Autores.

Da visualizacao do grafico a sua interpretacao, faz-se necessario reforcar que, além do
diluente e técnica aplicada, todo aparato do metabolismo microbiano pode influenciar nas
moléculas obtidas. Dito isto, o fungo 4. aculeatus ¢ conhecido por ser produtor de enzimas
hidroliticas, Mananase (KAIRA; KAPOOR, 2021); transferases, como Frutosiltransferase
(GHAZI et al., 2006); e oxirredutases, como superoxido dismutase (SOD), peroxidase e
catalase (XIE et al., 2019). Tal fato amplia as possibilidades de formas estruturais de
polissacarideos e oligossacarideos a serem encontrados. Assim, as moléculas em estudo podem
ser evidenciadas na forma nativa (M), com modificagdes em virtude das condi¢cdes do meio (pH
ou enzimas mencionadas, por exemplo), as quais podem permitir formas oxidadas, como de
lactona ou cetoaldose (M - 2Da) e 4cido carboxilico ou gem-diol (M + 16Da), ou ainda serem
detectados de diferentes formas pela técnica de espectrometria de massas (com diferentes
adutos, [M+Na]", [M+NH4]" ¢ [M+HCOO]", por exemplo) (SILVA et al., 2020).

Dessa forma, nota-se a complexidade do processo de obtencao e interpretagao de dados
de moléculas. Apesar disso, ¢ possivel obter sugestdes de compostos, tendo em vista

informagdes bioldgicas, descritas anteriormente, associadas as possiveis combinagdes
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encontradas em artigos cientificos e diferencas de massas do perfil da amostra. Com base nisso,
foi elaborada a tabela 1, com compostos identificados no espectro de massas da amostra de
polissacarideos de parede celular de 4. aculeatus, dos quais alguns deles estdo destacados na

Figura 2.

Tabela 1 — Relagdo m/z de diferentes tipos de oligossacarideos nativos e oxidados descritos

na literatura e detectados na amostra estudada.

m/z Descricio do composto Forma Referéncia

700 Glucs Acg [M+NH.4]" Teixeira (2018, p.49)
1346 Glucsdox [M+NH,4]" Teixeira (2018, p.50)
1494 Gluco [M+NH4]" Teixeira (2018, p.50)
1651 XylsAcAmg> [M+Na]* Gongalves (2007, p.83)
1767 Xyli1Aco2Amg [M-+Na]" Gongalves (2007, p.82)
1883 XylizAcs [M+Na]* Gongalves (2007, p.79)
1999 Xyli1AcsAmg; [M-+Na]" Gongalves (2007, p.83)
1999 Gluciadox [M+Na]" Teixeira (2018)
2021 Gluciadox [M+HCOO]" Teixeira (2018)
2231 XylisAcs [M+Na]* Gongalves (2007, p.79)
2231 XylipAcocAmgAcg [M+Na]* Gongalves (2007, p.84)
2369 Xyli7Aca [M+Na]" Gongalves (2007, p.79)

Legenda: Gluc = Glicose; Xyl = xilose; Ac = O-acetil; Amg = acido 4-O-metil-glucurénico; Acg = acido

glucurénico; Dox = duplamente oxidado. Fonte: Autores.

Figura 2 — Caracterizagdo parcial do espectro de massas dos polissacarideos de parede celular

Intensidade (u.a) x10*

de Aspergillus aculeatus gerados por MALDI(+)-TOF MS

6-

[Gluc; Acg + NH,J*

-
N

|5
E

700.56

il

251 [Glucgdox + NH,]J*
1346.65

|=

1494.29

/

s [Glucg+ NH,]*

[XylsAcAmg, +Na]*

1651.35

[Xyl;3Acs +Na]*

[XylAc,Amg + Na]*

l 1883.25

Wiy

i

800 1000

1200 1400

1600 1800

m/z

Legenda: m/z = relagdo massa carga; u.a = unidade arbitraria. Fonte: Autores.




51

Além de alguns dos compostos detectados, a imagem anterior destaca a diferenca de
massas de 116,123 Da, como unidade de repeticdo. Essa massa pode ser atribuida a formula
molecular de CsHgOs, a qual possui diferentes sugestdes pelo banco de dados PubChem. Em
geral, carboidratos sofrem perda neutra de 162 Da, em virtude da perda de hexoses e agua
(ligacao glicosidica rompida), e pentoses tem perda neutra de 132 Da. Seguindo esta premissa,
a perda neutra de unidade de uma tetrose (C4HgO4, como eritrose, treose ou eritrulose) seria de
102 Da e a perda de 116 Da poderia estar associada a perda de uma tetrose acrescida de CHz
(cadeia alquil), o qual apresenta 14 Da.

Em sintese, os polissacarideos extraidos e analisados neste trabalho apresentam xilose
e glicose em sua estrutura, estando estas na forma nativa ou ligadas a outras moléculas. Jin e
colaboradores (2014) identificaram polissacarideos extracelulares de Aspergillus fumigatus
AF1 compostos por xilose e glicose, além de arabinose. Vale ressaltar que as estruturas
propostas no presente trabalho poderao ser confirmadas posteriormente através de analises com
padrdes analiticos.

O processo de caracterizagdo de uma amostra biologica é, de fato, complexo, além de
oneroso ¢ demandar um longo periodo de tempo. Apesar disso, constitui uma etapa essencial
no estudo de polissacarideos, uma vez que contribui para desvendar como tais moléculas
interagem umas com aas outras e, portanto, suas atividades bioldgicas (SOLTANIAN et al.,

2009; CHEN et al., 2016).

3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As investigacdes acerca da atividade antimicrobiana de polissacarideos fungicos ainda
sdo incipientes, principalmente no que tange os polissacarideos de parede celular e do género
Aspergillus. Nesse sentido, este estudo inova ao trazer tal avaliagdo com polissacarideos da
espécie Aspergillus aculeatus. Apesar disso, ndo foi detectada a¢do antibacteriana das amostras
de estudo sobre as cepas gram-negativas, Escherichia coli (ATCC 35212) e Salmonella spp.
(CBAM 0015) (Figura 3) e gram-positivas, Enterococcus Faecales (ATCC 31299) e
Sthaphylococcus aureus (ATCC 29913) (Figura 4), nas concentragdes ensaiadas, utilizando o

método de determinacgdo da concentracdo inibitoria minima (CIM).
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Figura 3 — Determinagao da CIM de diferentes concentracdes de polissacarideos de parede
celular de A. aculeatus sobre cepas gram-negativas
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Figura 4 — Determinagao da CIM de diferentes concentracdes de polissacarideos de parede
celular de A. aculeatus sob cepas gram-positivas
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Tal resultado pode estar relacionado ao fato dos polissacarideos serem usados pelos
microrganismos como fonte de energia em seu metabolismo, principalmente a glicose,
molécula evidenciada na constitui¢do dos polissacarideos de parede celular de A. aculeatus
neste trabalho. Assim, refor¢a-se que os microrganismos sao capazes de liberar enzimas no
meio em que se encontram e degradar macromoléculas, como polissacarideos e proteinas,

transformando-as em mondmeros assimilaveis (TORTORA; FUNKE, CASE, 2016).
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Apesar dessa premissa, no que tange a xilose, outra das moléculas constituintes
encontradas no processo de caracterizagdo da amostra de estudo, Hidalgo e colaboradores
(2018) evidenciaram que a associacao desse composto com outros antibioticos contribuiu para
potencializar a acdo dos medicamentos em modelo murino de infecgdo de pele com Klebsiella
pneumoniae € Acinetobacter baumannii. Ademais, Feng e colaboradores (2021) também
relataram capacidade antimicrobiana de derivados da xilose. Em contrapartida, nesta analise
aplicou-se somente a amostra bruta de polissacarideos da parede celular de A. aculeatus nas
diferentes concentragdes, sem associagoes ou derivatizagdes.

De acordo com a Organizagdo Pan-americana de Satide (OPAS/OMS) (2021), novos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos estdo surgindo, fato este que pode intervir no
tratamento de doencas infecciosas comuns. Neste cenario, estudos como este sao relevantes na
tentativa de elucidar novas moléculas bioativas capazes de conter a proliferacdo ou levar a
morte de microrganismos patogénicos.

3.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTITUMORAL

A principio foi realizado a analise da citotoxicidade dos polissacarideos extraidos da
parede celular de A. aculeatus em células endoteliais da veia umbilical (HUVEC). Neste ensaio,
observou-se que os polissacarideos estudados apresentaram agdo citotoxica as células nas
diferentes concentragdes propostas quando comparado ao grupo controle onde foi aplicado
apenas o meio de cultura para o desenvolvimento celular (Figura 5). Além da analise estatistica,
as culturas celulares foram fotografadas com intuito de averiguar as alteragdes morfoldgicas

(Figura 6).

Figura 5 — Ensaio de citotoxicidade dos polissacarideos de A. acuelatus em células HUVEC
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Figura 6 — Microscopia da cultura de células HUVEC em contato com os polissacarideos
estudados
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Legenda: Visualizagdo em microscopio com ocular no aumento de 4x e optica de 10x. Fonte: Autores.

Caso apresentassem propriedades biologicas, tal resultado aponta que as moléculas
estudadas ndo estariam aptas para administragdo endovenosa em decorréncia da citotoxicidade
em células endoteliais. Assim, deu-se inicio a avaliacdo acerca da atividade antitumoral em
linhagens celulares diferentes, sendo usadas células de cancer de pulmdo (linhagem A549)
(Figura 7) e células normais desse mesmo tecido (BEAS-2B) (Figura 8). Os polissacarideos
apresentaram a¢do contra as células tumorais e, novamente, citotoxicidade sob as células
normais do pulmao. Com este resultado, ndo foi possivel detectar agcdo antitumoral dos
polissacarideos estudados para cancer de pulmao com as linhagens celulares analisadas, pois
ndo houve seletividade para as células malignas — a amostra de polissacarideos foi citotoxica

para células normais e tumorais.

Figura 7 — Ensaio de citotoxicidade dos polissacarideos de 4. acuelatus em células A549
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Figura 8 — Ensaio de citotoxicidade dos polissacarideos de 4. acuelatus em células BEAS-2B
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Legenda: *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001. Fonte: Autores

Li e colaboradores (2016) isolaram, caracterizaram e evidenciaram a atividade
antitumoral de dois exopolissacarideos oriundos de 4. aculeatus, denominados WPA ¢ WPB,
em células de carcinoma cervical (HeLa), carcinoma de mama humano (MCF-7) e carcinoma
gastrico (MGC-803) in vitro. Embora tenha sido utilizada a mesma espécie fungica, o presente
trabalho visou a avaliagdo de polissacarideos de parede celular, além da andlise em células
tumorais diferentes do estudo chinés. Nesse sentido, ¢ importante ressaltar que tais moléculas,
EPS e polissacarideos de parede celular, sdo produzidos em estagios diferentes no metabolismo
fingico, como metabolitos secundarios e primarios, respectivamente. Além disso, a liberacao
de EPS para o meio pode estar associada a desacetilacdo dos residuos (CHUNG; BROWN,
2020), o que também reforga a presenca de modificagdes estruturais entre esses dois tipos
de moléculas.

Ainda nesse sentido, as estruturas integras e complexas dos polissacarideos podem
influenciar nas suas atividades biologicas. Como exemplo disso, embora os polissacarideos
caracterizados neste trabalho apresentem glicose e xilose, ndo ¢ possivel afirmar que eles
apresentariam atividade antitumoral em células de hepatacarcinoma (H22) como os
polissacarideos do fungo Pleurotus citrinopileatus, composto por essas duas moléculas além
de rabinose, galactose, manose e acido glicurdnico, sendo estas caracteristicas e propriedades
evidenciadas por Wang e colaboradores (2020).

Dessa forma, as estruturas dos polissacarideos a serem evidenciadas podem variar de
acordo com o tipo de microrganismo, tipo de polissacarideo alvo, meio de crescimento, método

de extracdo ou ainda tempo de armazenamento. Além disso, no que tange a atividade
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antitumoral, uma mesma molécula pode ter acdo contra um tipo de tumor e ndo manter este

padrdo em outro linhagem de células.

4 CONCLUSAO

Através da andlise do espectro de massas obtido pela técnica de MALDI-TOF MS, foi
possivel realizar a caracterizacdo parcial dos constituintes dos polissacarideos extraidos da
parede celular de 4. aculeatus, evidenciando-se a presenga dos monossacarideos glicose e
xilose na forma nativa e/ou ligadas a outras moléculas. Nao foi constada atividade
antibacteriana dos polissacarideos estudados sobre as cepas gram-negativas e gram-positivas
analisadas. Ademais, ndo foi constatada atividade antitumoral sobre células de cancer
pulmonar, de modo que as amostras apresentaram citotoxicidade as células das duas linhagens
normais testadas, além da linhagem tumoral. O presente estudo ¢ de grande importancia uma
vez que traz informagdes sobre um grupo de moléculas com poucos estudos publicados, como
os polissacarideos de parede celular de 4. aculeatus, além de realizar uma bioprospec¢do na

tentativa de encontrar novas moléculas com atividades bioldgicas importantes.
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6 CONCLUSAO GERAL

Tendo em vista os processos adaptativos dos fungos ao meio em que se encontram, a
importancia econdmica do género Aspergillus e as vastas aplicagdes dos polissacarideos
microbianos em setores industriais distintos, o presente trabalho demonstrou que o crescimento
de A. aculeatus foi melhor em meio suplementado com nitrogénio do que em um meio onde tal
elemento estava ausente, bem como foi evidenciada a capacidade desse microrganismo em se
adaptar aos diferentes meios através da modulagdao do pH. Ademais, foi possivel confirmar que
a producao de polissacarideos de parede celular ¢ superior aos polissacarideos extracelulares,
embora quando avaliados separadamente, ndo tenha sido observada diferenga entre os dois
meios de cultura testados. Apoés tais constatagdes, um dos grupos de polissacarideos de parede
celular extraidos foi caracterizado parcialmente e detectado nele a presenca de glicose e xilose
em diferentes configuragdes. Apesar disso, essa mesma amostra nao apresentou atividades
biologicas antibacteriana e antitumoral sobre as cepas e linhagens celulares selecionadas. Em
geral, ao passo que foram analisadas as condi¢des de producao e suas taxas até a avaliacdo de
atividades biologicas, pode-se afirmar que este trabalho apresenta grande relevancia para a
sociedade, trazendo novas informagdes sobre um grupo de moléculas ainda pouco estudadas,

os polissacarideos de 4. aculeatus.
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